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RESUME 
 
Le cancer du sein est le cancer féminin le plus fréquent et celui qui cause le plus de 
décès dans le monde. Il existe plusieurs types de cancer du sein qui diffèrent par l’expression 
des récepteurs aux œstrogènes, à la progestérone et du récepteur HER2. Le cancer du sein dit 
triple négatif (TNBC) n’exprime aucun de ces récepteurs. Le métabolisme des sphingolipides 
(SL) est fréquemment altéré dans les cancers du sein et semble participer à la progression 
tumorale. Tandis que les SL ont été décrits comme modulateurs des réponses immunitaires 
dans des modèles précliniques de cancer, il n’existe pas à ce jour d’étude chez l’Homme 
évaluant l’impact des altérations du métabolisme des SL sur le développement tumoral et la 
réponse immunitaire associée. Dans ce contexte, l’objectif de nos travaux est double. Le 
premier objectif est de caractériser une signature sphingolipidique dans des biopsies de 
tumeurs mammaires humaines de divers sous-types histologiques. Une analyse par 
spectrométrie de masse à haute résolution nous a permis d’identifier dans les TNBC des taux 
élevés de SL en -C24:0, qui pourraient constituer des biomarqueurs potentiels pour ce type de 
cancer. Le deuxième objectif est d’établir une signature sphingolipidique associée à la 
réponse immunitaire dans le cancer du sein. Nous avons analysé les lymphocytes infiltrant la 
tumeur (TIL) par cytométrie en flux et par immunohistochimie dans nos échantillons 
tumoraux. Ces analyses nous ont permis de montrer que, dans les TNBC, les taux de C16:0-
céramide sont corrélés positivement avec la proportion de TIL CD8
+
 et négativement avec 
celle des Treg FoxP3+. Afin d’évaluer l’influence potentielle des SL sur la topologie 
d’infiltration des lymphocytes (intratumoral versus adjacent), nous avons aussi comparé les 
taux de SL dans les tumeurs ayant une forte ou une faible proportion de lymphocytes T CD8+ 
intratumoraux. Nous avons observé notamment des taux élevés de sphingosine-1-phosphate 
(S1P) dans les tumeurs faiblement infiltrées par les lymphocytes T CD8
+ 
intratumoraux. Nos 
observations suggèrent que la production de C16:0-céramide soit en faveur d’un recrutement 
préférentiel des lymphocytes T CD8
+
 dans les TNBC, tandis que la S1P pourrait être un 
facteur d’immunoéchappement, impactant négativement sur la topologie des TIL CD8+ dans 
les tumeurs mammaires. L’ensemble de nos travaux indique que certains SL pourraient 
constituer des biomarqueurs originaux de TNBC. De plus, la reprogrammation de ce 
métabolisme pourrait augmenter (i) quantitativement et qualitativement l’infiltration 
intratumorale des lymphocytes, et (ii) potentiellement l’efficacité des immunothérapies dans 
le cancer du sein. 
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ABSTRACT 
 
Breast cancer, the most common malignancy affecting women, is responsible for the 
majority of woman death by cancer worldwide. There are three different breast cancer types 
defined by the expression of oestrogen and progesterone and HER2 receptors. The so-called 
triple negative breast cancer (TNBC), doesn’t express any of these receptors. Sphingolipid 
(SL) metabolism is frequently altered in breast cancer, alterations are associated with tumour 
progression. Although SL can act as immune response modulators in preclinical cancer 
models, there are, to date, no study assessing the impact of SL metabolism alterations on 
tumor development and associated immune response in Humans. In this setting, our aim was 
double. Our first objective was to characterize the SL signature in human mammary tumour 
biopsies from different pathological subtypes. Using high-resolution mass spectrometry assay, 
we identified elevated levels of C24:0-SL in TNBC, which could be used as potential 
biomarkers of this cancer subtype. Our second objective was to identify a SL signature 
associated with immune responses in breast cancer tissues. Tumour-infiltrating lymphocytes 
(TIL) were analyzed by flow cytometry and immunohistochemistry. Those analyses showed 
that, in TNBC, levels of C16:0-ceramide are positively correlated with the proportion CD8
+
 
TIL and negatively correlated with that of FoxP3
+
 Treg TIL. In order to evaluate the potential 
influence of SL on the topology of infiltrating lymphocytes (intratumoural versus adjacent), 
we compared the SL levels in tumors depicting high or low proportions of intratumoral CD8
+
 
T cells. We observed higher levels of sphingosine-1-phosphate (S1P) in low infiltrated 
intratumoral CD8
+
 T cells. Our observations suggest that C16:0-ceramide production could 
favor CD8
+
 T cell recruitment in TNBC, whereas S1P could act as an immune escape factor, 
negatively impacting on CD8
+
 TIL topology in mammary tumours. Our whole work indicates 
that a set of specific SL could constitute original biomarkers in TNBC. Moreover, 
reprogramming SL metabolism could improve (i) the infiltration of tumours by lymphocytes, 
both in terms of quality and quantity, and (ii) possibly, the efficacy of immunotherapy in 
breast cancer. 
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Liste des abréviations 
 
5-FU : 5-Fluorouracile 
ABC : ATP-Binding-Cassette  
Ac : Anticorps 
ADN : Acide désoxyribo-Nucléique 
ACR : American College of Radiology 
ADCC : cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 
ADP : Adénosine bis-Phosphate 
AIF : Apoptosis Inducing Factor 
AICD : Activation induced cell death 
AKT : Protéine Kinase B 
ALDH : aldhéyde déshydrogénase 
AMP : Adénosine mono-Phosphate 
ATP : Adénosine Tri-Phosphate 
BAK : Bcl-2 antagonist/killer 
BAX : Bcl-2 associated X protein 
Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 
Bcl-xL : B-cell lymphoma extra-large 
BCR : Récepteur des Cellules B 
BRCA1 : Breast Cancer 1 
C1P : Céramide-1-phosphate  
CCIS : Carcinome canalaire in situ 
CDase : Céramidase 
CERK :céramide Kinase  
CERS : Ceramide Synthase 
CERT : céramide Transférase 
c-FLIP : cellular FLICE-like inhibitory protein 
CLIS : Carcinome lobulaire in situ 
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
COPII : coat protein complex II  
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigène 
CPE : céramide-phosphoéthanolamine  
CSC : cellules souches cancéreuses 
CST : cerebroside sulfotransferase 
CTL : Lymphocyte T Cytotoxique 
CTLA4 : Cytotoxin T-Lymphocyte Antigen-4 
DAG : diacylglycérol 
DC : Cellules Dendritiques 
dhSM : dihydro-sphingomyéline 
DISC : death inducing signaling complex  
DR :  death receptor, récepteur de mort 
E2 : œstradiol 
EAE : Encephalomyelite Autoimmune experimentale 
EDG : Endothelial Differentiation Gene 
EDTA : Acide Ethylène Diamine Tetra acétique 
EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor 
ER : Récepteur aux œstrogènes 
ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinases 
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FADD : Fas-associated with death domain 
FSC : Forward Scatter 
HDAC : Histone Desacétylase 
HER2 : Human Epidermal Growth factor receptor-2 
HEV : High Endothelial Venules 
HIF1-α : Hypoxia-Inducible Factor-1α 
HLA : Human Leukocyte Antigen 
GalCer : galactosylcéramide 
GC : Centre Germinatif 
GlcCer : glucosylcéramide 
GrzB : Granzyme B 
GSL : glycosphingolipides 
Ig : Immunoglobulines 
IGFBP3 : insulin-like growth factor-binding protein-3 
IL : Interleukine 
ILT : Immunoglobulin-Like Transcript 
IMC : indice de masse corporelle 
IUCC : International Union of Cancer Control 
KDSR : 3-céto-dihydrosphingosine réductase 
KIR : Killer Immunoglobulin-like Receptor) 
KLF2 : Krüppel-like Factor 2 
LacCer : lactosylcéramide  
LGL : large granular lymphocytes 
LPP : Lipid Phosphate Phosphatase 
LyT : lymphocyte T 
LyB : Lymphocyte B 
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase 
MCF-7 : Michigan Cancer Foundation 7 
MDA-MB : MD Anderson-Metastatic Breast 
MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cells 
MMP : Matrix Metallo-Protease 
mTOR : mammalian Target of Rapamycin 
MZ : Zone marginale 
NADP : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NF-κB : Nuclear Factor Kappa B 
NK : lymphocytes Natural Killer 
NO : monoxyde d’azote 
NOS : Not Otherwise Specified 
ORM : Orosomucoide 
PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells 
PHB2 : prohibitine 2 
PD-1 : Programm Death 1 
PDL1 : Programm Death Ligand 1 
PKC : Protéine Kinase C 
PLC : Phospholipase C 
PMT : photomultiplicateur 
PR : Récepteur à la Progestérone 
RE : réticulum endoplasmique  
S1P : Sphingosine-1-Phosphate 
SGPP : Sphingosine-1-Phosphate Phosphatase 
9 
 
S1PR : récepteur à la S1P 
Sa : Sphinganine 
SEP : Sclérose en plaques 
SL : sphingolipides 
SM : Sphingomyéline 
SMase : sphingomyélinases 
SMS : sphingomyéline synthase 
So : Sphingosine 
SK ; sphingosine kinase 
SPL : Sphingosine-1-Phosphate Lyase 
Spns2 : Spinster homolog 2 
SPT : Sérine Palmitoyltransférase 
SSC : Side Scatter 
STAT-3 : Signal Transducers and Activators of Transcription-3 
TAM : Macrophages associés aux tumeurs 
TCR : Récepteur des cellules T 
TdT : Terminal Desoxyribonucleotidyl Transférase 
Tfh : T follicular helper 
TGF-ß : Transforming Growth Factor- ß 
Th : lymphocyte T helper 
TIL : Lymphocyte infiltrant les tumeurs 
TNBC : cancer du sein triple négatif 
TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α 
TNM : Tumor, Node, Metastasis 
TP53 : Tumor Protein 53 
TRAF2 : TNF receptor-associated factor-2 
TRAIL : tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand 
Treg : Lymphocyte T régulateur 
Trm : lymphocyte T résident-mémoire 
VAP : vesicle-associated membrane-protein 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
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INTRODUCTION 
 
A. Les sphingolipides 
Les sphingolipides (SLs), comme les glycolipides et les stérols sont des constituants 
des membranes cellulaires et jouent un rôle important dans la perméabilité membranaire. 
Certains SLs peuvent aussi jouer le rôle de molécules biologiquement actives dans la 
signalisation cellulaire en tant que seconds messagers. La nature énigmatique des 
sphingolipides, nommés ainsi en référence au sphinx de la mythologie grecque, remonte non 
seulement à leur structure et métabolisme complexes, mais aussi aux fonctions biologiques 
qu’ils remplissent. 
La famille des SLs comprend, entre autres, les glycosphingolipides (GSL), la 
sphingomyéline (SM) et la dihydro-sphingomyéline (dhSM), le céramide (Cer), le dihydro-
céramide (dhCer), le ceramide-1-phosphate (C1P), la sphinganine (Sa), la sphingosine (So) et 
la sphingosine-1-phosphate (S1P). 
 
A.1 Structure des sphingolipides 
La base des principaux SLs est la sphingosine, une chaîne aliphatique de 18 carbones, 
insaturée entre les carbones 4 et 5, portant deux groupements hydroxyles (en position 1 et 3) 
et une fonction amine (en position 2). L’ajout d’un acide gras dont la longueur de chaine peut 
être variable sur le carbone 2 par une liaison amide donne le céramide et ses dérivés. Pour la 
sphingomyéline, on retrouvera un groupement phosphorylcholine ajouté sur la fonction alcool 
primaire du carbone 1 du céramide (Futerman et Hannun, 2004) (Figure 1). 
 
A.2 Métabolisme des sphingolipides 
Le céramide est l’élément central du métabolisme des SLs. Il peut être produit soit par 
synthèse de novo, soit provenir de la transformation d’autres SLs. Il va également être au 
départ de la synthèse des autres SLs. Il existe plus de 40 enzymes intervenant dans la 
biosynthèse des sphingolipides, dont la localisation tissulaire et subcellulaire peut varier. 
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Figure 1 
Structure des principaux sphingolipides. La base sphingoïde est colorée en bleu dans les différents schémas. 
L’acide gras conjugué est représenté en rouge. La partie polaire phosphate ou phosphorylcholine est de couleur 
verte. La glycosylation des sphingolipides est représentée en noir dans l’exemple du glucosylcéramide (GlcCer). 
Ne sont pas représentés dans cette figure les glycosphingolipides complexes dérivant du GlcCer. 
 
A.2.1 Synthèse de novo 
La synthèse de novo des sphingolipides se produit dans le réticulum endoplasmique (RE) et 
éventuellement dans les membranes associées aux RE telles que la membrane périnucléaire et 
les membranes associées aux mitochondries. Ils sont synthétisés à partir de précurseurs non-
sphingolipides qui sont la sérine et le palmitoyl-Coenzyme A (palmitoyl-CoA) (Figure 2). 
La condensation d’une sérine et d’un palmitoyl-CoA va former la 3-cétosphinganine grâce à 
l’action d’une Sérine PalmitoylTransférase (SPT). La SPT est une enzyme formée de 
plusieurs sous-unités dont SPTLC1 et SPTLC2 ou plus rarement de SPTLC1 et SPTLC3. 
SPTLC3 favoriserait la production de bases sphingoïdes à 16 carbones au lieu de 18 
(Hornemann et al., 2009). La SPT est associée à une autre petite sous-unité activatrice ssSPTa 
ou ssSPTb qui augmente son activité catalytique.  Les protéines de la famille des ORM dont il 
existe 3 gènes différents chez l’Homme, ORMDL1/2/3, interagissent avec la SPT et régulent 
négativement la synthèse de novo des sphingolipides (Siow et Wattenberg, 2012). 
La 3-céto-sphinganine est ensuite réduite rapidement en sphinganine (Sa) (ou dihydro-
sphingosine) en présence de NADPH par la 3-céto-dihydro-sphingosine réductase (KDSR) 
(Kihara et Igarashi, 2004). La Sa va ensuite être transformée en dihydro-céramide (dhCer) 
après ajout d’un acyl-CoA par une céramide synthase (CERS1-6) codée par les gènes CERS1 
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à CERS6 au niveau de l’amine libre en C2 de la Sa. Il existe une certaine spécificité des 
différentes CERS vis-à-vis de l’acyl-CoA utilisé. Par exemple, CERS5 et CERS6 vont plutôt 
synthétiser du C14 ou C16 dhCer tandis que CERS2 formera plutôt du C20 à C26 dhCer. 
L’expression des CERS sera aussi variable selon le type de tissus (Tableau 1). En général, 
l’expression de CERS2 est généralement plus forte que les autres (Levy et Futerman, 2010). 
 
 
 
Figure 2 
Schema simplifié de la synthèse des sphingolipides. La voie de synthèse de novo commence par l’action de la 
sérine palmitoyltransférase (SPT), dont l’action est régulée négativement par les ORMDL. Les reactions 
enzymatiques suivantes aboutissent à la formation de céramide puis de la sphingomyéline et des 
glycosphingolipides. Les céramides peuvent être métabolisés en d’autres espèces de lipides bioactifs par la 
phophorylation en céramide-1-phosphate (C1P) par la Céramide kinase (CERK), ou hydrolysé en sphingosine 
qui est ensuite phosphorylé en sphingosine-1-phosphate (S1P) par les sphingosine kinases (SphKs). La S1P peut 
être déphsophorylée par des phosphatases en sphingosine ou dégradée par la lyase (SPL) en 
phosphoethanolamine et en héxadécanal. Les enzymes dégradant les sphingolipides sont en bleues en celle qui 
les réutilisent dans la voie de sauvetage sont en rouge également même si ces réactions ont lieu dans de 
sconpartiments cellulaires différents. CDase, ceramidase ; CerS, ceramide synthase ; GCase, glucosylceramidase 
; GCS, glucosylceramide synthase ; Pase, phosphatase ; PtdEtn, phosphatidylethanolamine ; SMase, 
sphingomyelinase ; SMS, sphingomyeline synthase ; SPPase, sphingosine-1-phosphate phosphatase. (D’après 
Maceyka et Spiegel, 2014) 
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Tableau 1 
Récapitulatif de localisations tissulaire préférentielle des différentes Céramide synthases et spécificité vis-à-vis 
des acyl-CoA utilisés en fonction de la longueur de la chaîne carbonée. 
Céramide synthase Acyl-CoA Distribution tissulaire 
CERS1 C18 Cerveau (neurones), muscles 
CERS2 C20-C24 Cerveau (oligodendrocytes), foie, poumons, 
intestins, reins, tissu adipeux 
CERS3 C18 ; ≥C26 Peau, testicules 
CERS4 C18-C22 Cœur, peau 
CERS5 C14-C16 Prostate, muscles 
CERS6 C14-C16 Intestins, ganglions, glomérules rénaux, 
hippocampe 
 
Les acyl-CoA peuvent avoir plusieurs origines. Les acyl-CoA saturés proviennent de 
la synthèse endogène des acides gras. L’élongation des acides gras pour passer au-delà du 
C16 : requiert l’action des élongases. 
Il existe 7 élongases humaines codées par les gènes ELOVL1-7. L’élongation du 
palmitoyl-CoA (C16:0) en stéaroyl-CoA (C18:0) est réalisée par ELOVL6. Le stearoyl-CoA 
peut être désaturé en oléicoyl-CoA (C18:1) par l’action de SCD-1, une Δ9-désaturase. 
L’élongation des chaines C20 à C24 et au-delà du stéaroyl-CoA ou de l’oleicoyl-CoA va 
dépendre des élongases codées par ELOVL1, 3 et 7 (Guillou et al., 2010). L’utilisation d’une 
SiRNA contre CERS2 réduit l’activité élongase vers les acyl-CoA en C20:0 et C22:0, ce qui 
montre le lien étroit entre l’activité élongase et la synthèse des sphingolipides (Ohno et al., 
2010). 
L’action d’une Δ4-désaturase (DES1 ou DES2), codée par 2 gènes différents DEGS1 
et DEGS2, permet d’obtenir du céramide à partir du dihydro-céramide en créant une 
insaturation entre les carbones C4 et C5 de la chaine aliphatique sphingoïde (Ternes et al., 
2002 ; Mizutani et al., 2004). Une petite partie du céramide contenu dans le RE pourra être 
transformé en céramide-phosphoéthanolamine (CPE) par une enzyme appelé SMSr, pour 
« sphingomyelin synthase related » (Vacaru et al., 2009). La plupart du céramide sera utilisé 
pour la synthèse des autres sphingolipides en majorité dans l’appareil de Golgi. 
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Figure 3 
Schéma récapitulatif de l’élongation des acides gras. La partie supérieure représente l’élongation des acides 
gras provenant de la synthèse endogène. La partie inférieure représente l’élongation des acides gras de la famille 
n-3 et n-6 apportés par l’alimentation. (D'après Guillou et al., 2010) 
 
A.2.2 Transport du céramide dans l’appareil de Golgi 
Le céramide étant insoluble dans l’eau, son transport vers l’appareil de Golgi va se 
faire par un mécanisme vésiculaire dépendant de la protéine COPII ou par l’intervention d’un 
transporteur monomérique du céramide, la protéine CERT (« ceramide transfer protein »). 
Le transport vésiculaire permet d’apporter du céramide qui va se retrouver au niveau 
du cis-Golgi orienté côté cytosolique. Cependant, le blocage de la formation de vésicules de 
transport n’inhibe que partiellement la synthèse de dérivés du céramide en dehors du RE 
(Funato et Riezman, 2001). Le transport du céramide vers le RE par la CERT requiert la 
consommation d’ATP et permet d’adresser le céramide vers le trans-Golgi. La CERT interagit 
avec le RE via un motif FFAT qui lui permet d’interagir avec la protéine VAP située dans le 
RE ; son domaine START, d’environ 230 acides aminés dans sa partie C-terminale, joue le 
rôle d’extracteur de céramide de la membrane du RE ; un domaine PH (« Pleckstrin 
Homology »), en N-terminal, permet de reconnaitre le phophatidylinositol-4 monophosphate 
(PtdIns4P) qui est enrichi dans le trans-Golgi ; enfin une partie centrale riche en sérine 
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pourrait être phosphorylée (Hanada et al., 2003). Le céramide peut facilement effectuer un 
« flip-flop » spontané du feuillet externe vers le feuillet interne de la membrane de l’appareil 
de Golgi et ainsi être utilisé par des enzymes localisées dans la partie luminale de l’appareil 
de Golgi. 
 
A.2.3 Phosphorylation du céramide en céramide-1-phosphate 
Le céramide peut être phosphorylé en céramide-1-phosphate (C1P) par la céramide 
kinase (CERK) dont le clonage du seul gène identifié a été effectué en 2002 (Sugiura et al., 
2002). La CERK est une enzyme qui est localisée au niveau de la membrane plasmique, et de 
vésicules intracellulaires, mais son domaine PH lui donne une localisation préférentielle au 
niveau du trans-Golgi. Son activation dépend du calcium et de la calmoduline ainsi que de sa 
phosphorylation au moins au niveau de la Ser
340
. Elle utilise le céramide provenant de la 
dégradation de la sphingomyéline au niveau de la membrane plasmique, ou le céramide 
apporté par la CERT dans l’appareil de Golgi (cf. chapitre A.2.4). En revanche, elle utilise 
peu le céramide provenant de la dégradation des glycosphingolipides. Le C1P formé peut être 
transporté par un transporteur spécifique CPTP (« Ceramide-1-phosphate transfer protein ») 
entre les différentes membranes cellulaires. La CPTP est localisée dans le cytoplasme et 
s’associe avec le trans-Golgi et les membranes périnucléaires mais n’est pas associée aux 
lysosomes ni au RE (Bornancin, 2011). 
 
A.2.4 Métabolisme de la sphingomyéline 
Le céramide peut être transformé en sphingomyéline par une sphingomyéline synthase 
(SMS). Il existe 2 SMS, SMS1 et SMS2, respectivement codées par les gènes SGMS1 et 
SGMS2 (Huitema et al., 2004). Ces enzymes catalysent le transfert de la phosphocholine à 
partir de la phosphatidylcholine sur le céramide, permettant de générer de façon concomitante 
du diacylglycérol (DAG) et de la sphingomyéline (Yeang et al., 2008). Tandis que les deux 
SMS sont localisées dans l’appareil de golgi,  la SMS2 est aussi localisée au niveau de la 
membrane plasmique (Tani et Kuge, 2009). La sphingomyéline formée au niveau du trans-
Golgi va être véhiculée par transport vésiculaire vers la membrane plasmique où elle se 
retrouve majoritairement au niveau du feuillet externe, dans les microdomaines membranaires 
(Duran et al., 2012). La sphingomyéline est le sphingolipide majoritaire dans les cellules ; elle 
peut servir de substrats aux sphingomyélinases (SMases) qui permettent de générer du 
céramide et de la phosphocholine. Il existe plusieurs SMases qui peuvent être classées selon 
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leur pH optimal de réaction en SMase acide, neutre ou alcaline. Le gène SMPD1 code pour 2 
isoformes de la SMase acide, dont l’une peut être lysosomale, l’autre, sécrétée. Les gènes 
SPMD2 à SMPD5 codent respectivement pour des SMases neutres (nSMases) 1, 2, 3 et la 
SMase associée aux mitochondries (MA-SMase). Les nSMases 1 et 3 sont principalement 
localisées dans le RE et dans l’appareil de Golgi, la MA-SMases dans le RE et les 
mitochondries tandis que la nSMase 2 est plutôt située à la membrane plasmique. La 
localisation subcellulaire des différentes SMases conditionne leurs fonctions biologiques. Par 
exemple, dans les lysosomes, le céramide généré par la SMase acide est catabolisé par la 
céramidase acide en sphingosine qui pourra sortir du lysosome pour être métabolisée en 
divers sphingolipides. Au niveau de la membrane plasmique, la SMase acide sécrétée permet 
d’hydrolyser la sphingomyéline du feuillet externe, facilitant le regroupement (clustering) de 
récepteurs comme Fas (CD95) ou CD40 (Cremesti et al., 2001 ; Grassme et al., 2002). A ce 
jour, parmi les SMases, seule la nSMase 2 a été identifiée comme jouant un rôle important 
dans la formation des exosomes dans les corps multivésiculaires (Trajkovic et al., 2008). 
Enfin, il existe une SMase alcaline, codée par le gène ENPP7, qui a une localisation 
intestinale et sert essentiellement à dégrader la sphingomyéline exogène provenant de 
l’alimentation. Tandis que les SMases codées par SMPD1-5 ont une activité 
phosphodiestérase, permettant l’hydrolyse de sphingomyéline en céramide, la SMase alcaline 
a une activité duale nucleotide-pyrophosphatase et phosphodiesterase (Bienias et al., 2016). 
 
A.2.5 Formation des glycosphingolipides et des gangliosides 
La formation des gangliosides, des sphingolipides complexes souvent sialylés, a aussi 
comme origine le céramide. La première étape a lieu au niveau du cytosol du cis-Golgi avec 
l’action d’une glucosylcéramide synthase, codée par le gène UGCG (UDP-Glucose Ceramide 
Glucosyltransferase), qui permet la formation du glucosylcéramide (GlcCer) (Ichikawa et al., 
1996). Le GlcCer va ensuite être transporté par la protéine FAPP2 qui possède aussi un 
domaine de reconaissance des PtdIns4P vers le trans-Golgi (D'Angelo et al., 2007). Dans 
l’appareil de Golgi, l’ajout d’un galactose au GlcCer par 2 galactosyltransférases, 
respectivement codées par les gènes B4GALT5 et B4GALT6, permet la synthèse du 
lactosylcéramide (LacCer) (Tokuda et al., 2013). A partir du LacCer, plusieurs séries de 
gangliosides peuvent être synthétisées. Tandis que les gangliosides de la série 0 ne sont pas 
sialylés sur le galactose, les séries a, b et c  portent respectivement une, 2 et 3 sialylations sur 
le galactose. Les gangliosides sont des constituants majoritairement retrouvé dans le système 
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nerveux central, exclusivement localisés sur le feuillet externe de la membrane plasmique. 
Plusieurs enzymes entrent en jeu dans la synthèse des gangliosides (Figure 4). 
De manière analogue au GlcCer, il existe une autre voie de synthèse dans le RE qui 
permet de convertir le céramide en galactosylcéramide (GalCer) grâce à l’action d’une UDP-
galactosyltransférase codée par le gène UGT8 (Bosio et al., 1996). Le GalCer peut ensuite être 
métabolisé en glycosphingolipides plus complexes, dont le sulfatide par l’action d’une 
cerebroside sulfotransferase (CST), codé par GAL3ST1 dans l’appareil de Golgi (Honke et al., 
1997). 
Il existe de la même façon que pour la sphingomyéline un recyclage et une voie de 
sauvetage du céramide utilisant les gangliosides (Figure 2). Les gangliosides présents à la 
membrane plasmique sont internalisés dans des vésicules luminales puis dégadés dans les 
lysosomes par des sialidases, puis des galactosidases et des hexosaminidases. La dernière 
étape étant la dégradation du GlcCer en céramide par la glucosylcéramidase codée par GBA1 
et 2. La régulation de la dégradation des gangliosides fait intervenir des saposines (SAP) et du 
di(monoacylglycero)phosphate (Kolter et Sandhoff, 2005). La dégradation du 
galactosylcéramide en en céramide se fait quand a elle par l’action d’une 
galactosylcérébrosidase (GALC) (Luzi et al., 1995). 
 
A.2.6 Dégradation du céramide et de la sphingosine 
Le céramide peut être dégradé par plusieurs enzymes appelées céramidases (CDases) 
avec différentes localisations subcellulaires et caractéristiques biochimiques. La céramidase 
acide, la plus étudiée, codée par le gène ASAH1, a une localisation endosomale ; la 
céramidase neutre, codée par ASAH2, est localisée à la membrane plasmique ; les céramidases 
alcalines, codées par 3 gènes (ACER1, ACER2 et ACER3) se retrouvent dans le RE ou 
l’appareil de Golgi (Coant et al., 2017). Le résultat de l’action de ces enzymes est la formation 
de sphingosine (So). Les souris ACER1
-/-
 développent des maladies de peau et des 
phanères (Liakath-Ali et al., 2016); Les souris ACER2
-/-
 ont de leur côté une baisse de la 
production de So, Sa, S1P et de dhS1P, dans le compartiment hématopoïétique plus 
particulièrement (Li et al., 2018). 
La So peut être substrat des céramide synthases (CERS) permettant la re-synthèse de 
céramide et des sphingolipides complexes dans la voie dite de sauvetage. Alernativement, la 
So peut être phosphorylée sur sa fonction amino-alcool pour former la S1P par l’action des 
sphingosine kinases, SK1 et SK2, codées respectivement par les gènes SPHK1 et SPHK2. La 
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structure de ces 2 enzymes diffère avec notamment la présence d’une séquence de localisation 
nucléaire sur la SK2, mais pas sur SK1. Ceci explique la localisation préférentielle de SK2 
dans le noyau et de SK1 dans le cytoplasme (Baker et al., 2013). Les souris avec un doubles 
KO complet de Sphk1 et Sphk2 ne sont pas viables (Mizugishi et al., 2005). 
 
 
Figure 4  
Synthèse des gangliosides. Schéma récapitulatif de la synthèse des gangliosides à partir du GlcCer. La 
nomenclature des différents gangliosides est réalisée selon Svennerholm, 1994 (D’après Groux-Degroote et al., 
2017) 
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La S1P peut être recyclée en So sous l’action d’une S1P phosphatase (S1PPase), dont 
il existe 2 isoformes, codées par les gènes SGPP1 et SGPP2. Cette voie participe aussi à la 
voie de sauvetage du céramide (Le Stunff et al., 2002 ; Ogawa et al., 2003). La S1P peut aussi 
être dégradée de façon irréversible en hexadécénal et phosphoéthanolamine par une enzyme 
appelée S1P Lyase (SPL), codée par le gène SGPL1 (Zhou et Saba, 1998). La S1P peut être 
sécrétée via des transporteurs de la famille ABC et/ou par Spns2. La S1P extracellulaire peut 
aussi être déphosphorylée par des lipides phosphatases (Figure 5). 
 
 
Figure 5  
Métabolisme des SLs. La synthèse cellulaire et la dégradation des sphingolipides impliquent plusieurs enzymes, 
certaines isoformes avec des propriétés biochimiques et des localisations cellulaires différentes. La synthèse de 
novo du céramide (Cer) a lieu dans le RE. Le Cer est ensuite transporté dans l'appareil de Golgi et transformé en 
glycosphingolipides (GSL) ou en sphingomyéline (SM). La dégradation de la SM peut être réalisé à la 
membrane plasmique, dans l’appareil de golgi, les lysosomes ou les mitochondries. La dégradation des GSL se 
fait dans les lysosomes ou dans le RE. So, sphingosine; Sa , Sphinganine ; KSa, 3-Céto-sphinganine; CPE, 
céramide phosphate-éthanolamine; PE, céramide phospho-éthanolamine ; HD, héxadécenal ; S1P, Sphingosine-
1-phosphate ; C1P, Cérmide-1-phosphate ; dhCer, dihydro-Céramide ; GalCer, galactosylcéramide ; GlcCer, 
glucosylcéramide ; LacCer, lactosylcéramide. 
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A.3 Fonctions biologiques des sphingolipides 
Les sphingolipides sont des constituants cellulaires majeurs dont certains vont jouer un 
rôle structural, tandis que d’autres vont avoir des rôles plus spécifiques en tant que second 
messager ou modulateur de la signalisation cellulaire. Ils sont impliqués dans diverses 
fonctions comme la migration, la prolifération, l’adhésion, l’activation, la différenciation et la 
mort cellulaire. Le rôle des sphingolipides en cancérologie mammaire et en immunologie sera 
décrit ultérieurement. 
 
A.3.1 Rôle structural des sphingolipides 
La sphingomyéline et le céramide sont des constituants majeurs des membranes 
cellulaires. La membrane plasmique est constituée d’une bicouche lipidique composée de 
cholestérol, de sphingolipides et de phospholipides. La partie hydrophobe des lipides est 
orientée vers le centre de la bicouche, tandis que les parties polaires des lipides sont exposées, 
soit vers l’environnement extracellulaire, soit vers le cytosol.  
Le maintien de l’intégrité et de la polarité de la membrane plasmique est essentiel à la 
survie cellulaire. Les sphingolipides de la membrane plasmique sont majoritairement localisés 
sur le feuillet externe de la bicouche lipidique. Ils peuvent plus ou moins facilement changer 
de feuillet par un mécanisme de « flip-flop » ; le céramide étant très hydrophobe, il est plus à 
même de réaliser ce flip-flop que les sphingolipides possédant une tête polaire (Contreras et 
al., 2005). Un enrichissement en C16:0-céramide dans la membrane plasmique rendrait la 
membrane plus perméable en permettant ainsi l’entrée ou la sortie de molécules (Siskind et 
Colombini, 2000 ; Siskind et al., 2006). Il a été décrit que l’activation d’une SMase 
transformant la sphingomyéline en céramide pouvait même permettre l’apparition de pores 
dans une membrane plasmique ou mitochondriale et participer aux mécanismes d’apoptose en 
dehors de la voie intrinsèque ou extrinsèque (Lopez-Montero et al., 2007). L’équilibre entre 
les différents sphingolipides, surtout SM et céramide, participe aussi à la rigidité et à la 
fluidité membranaire, ce qui en fait également un facteur jouant dans la migration cellulaire 
(Sitrin et al., 2011). Au niveau membranaire, le céramide est aussi impliqué dans la formation 
de vésicules extracellulaires (comme les exosomes) ou des cavéoles (Verderio et al., 2018). 
Le céramide et la sphingomyéline peuvent former des associations avec le cholestérol 
et constituer ainsi des radeaux lipidiques à la membrane plasmique (Simons et Ikonen, 1997). 
Cette propriété des SLs à s’associer à d’autres lipides est liée à la présence de parties 
donneuses ou accepteuses de liaisons hydrogènes (Garcia-Arribas et al., 2016). Les radeaux 
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lipidiques ou « raft » sont des microdomaines de moins de 200 nm enrichis en cholestérol et 
en une ou plusieurs familles de sphingolipides. Ces rafts seraient capables de se déplacer sur 
la membrane plasmique et la formation de ces rafts semblent essentielle à la signalisation de 
certains récepteurs membranaires. Par exemple, le déficit en SMS1, enzyme majeure pour la 
synthèse de sphingomyéline, a été décrit comme altérant le recrutement de Fas/CD95 dans les 
rafts, diminuant la signalisation apoptotique en réponse à l’engagement de ce récepteur de 
mort (Miyaji et al., 2005). De plus, la signalisation activatrice de lymphocytes T (Ly T) CD4 
en réponse à une stimulation polyclonale est inhibée in vitro et in vivo par le déficit en SMS1, 
illustrant l’importance de la sphingomyéline et des microdomaines membranaires dans 
l’activation lymphocytaire (Jin et al., 2008 ; Dong et al., 2012). 
Les glycosphingolipides sont aussi impliqués dans la formation des membranes et des 
micro-domaines. Au niveau de la membrane plasmique, ils sont exclusivement localisés sur le 
feuillet externe et leurs groupements oligosaccharidiques contribuent à la formation du 
glycocalyx. Certains gangliosides jouent également un rôle dans la modulation de la 
signalisation de l’EGFR en favorisant l’oligomérisation de ces récepteurs (Coskun et al., 
2011). 
Les sphingolipides à chaines longues sont enrichis au niveau cutané où ils contribuent 
à l’établissement d’une barrière hydrophobe. Ceci s’explique notamment par l’augmentation 
de l’expression de certaines isoformes de céramide synthases au niveau de l’épiderme. Par 
exemple, lors de la différenciation des kératinocytes, il y’a une augmentation de l’expression 
de CERS3 qui favorise la production de céramides à chaines très longue et ultra-longues 
(Jennemann et al., 2012). Ces céramides, très hydrophobes, se lient à des protéines et 
participent à la formation et à l’imperméabilisation de la couche cornée (Marekov et Steinert, 
1998). 
 
A.3.2 Rôle dans la signalisation cellulaire 
Certains sphingolipides peuvent avoir une action directe dans la signalisation 
cellulaire, en agissant comme ligands de récepteur ou seconds messagers. De plus, au travers 
de leurs propriétés physicochimiques, ils peuvent indirectement moduler l’activation de voies 
de signalisation via notamment la régulation de la fluidité membranaire. Parmi les 
sphingolipides biologiquement actifs dans la signalisation, le céramide et la S1P sont les plus 
étudiés de par leur rôle opposé dans la croissance cellulaire. Tandis que le céramide induit 
l’apoptose (Obeid et al., 1993), la S1P est anti-apoptotique (Cuvillier et al., 1996). En 
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cancérologie, un faisceau d’arguments suggère que le céramide est un anti-oncométabolite et 
que la S1P est un oncométabolite. L’équilibre entre ces 2 lipides a ainsi été appelé « rhéostat 
sphingolipidique », et des dérégulations de cet équilibre sont fréquemment décrites dans le 
cancer. 
 
A.3.2.1 Le Céramide 
Le céramide a depuis longtemps été impliqué dans les processus d’apoptose (Obeid et 
al., 1993), et plus récemment, dans d’autres types de mort cellulaire comme la nécroptose 
(Zhang et al., 2018), et d’autres mécanismes biologiques comme l’inhibition de la 
prolifération cellulaire (Jayadev et al., 1995) et l’induction d’autophagie (Scarlatti et al., 
2004). 
 
A.3.2.1.1 Rôle pro-apoptotique du céramide 
Le céramide joue un rôle dans l’induction de l’apoptose par la voie intrinsèque ou 
extrinsèque. Divers stimuli activateurs de la voie intrinsèque, c’est-à-dire de la voie 
mitochondriale de l’apoptose, comme les UV, les radiations ionisantes et les molécules de 
chimiothérapies, induisent une augmentation du taux intracellulaire de céramide. De même, la 
voie extrinsèque de l’apoptose, activée par les ligands (comme TNFα, FasL/CD95L et 
TRAIL) de récepteurs de mort (DR) (TNF-R1, Fas/CD95, TRAIL-R1/DR4 et TRAIL-
R2/DR5), augmente la production de céramide. La signalisation des récepteurs de mort 
(CD95, DR4 et DR5) implique leur oligomérisation à la surface cellulaire, le recrutement de 
FADD et de la pro-caspase-8 pour former le complexe de signalisation induisant la mort 
(DISC), puis l’activation de la caspase-8 et le déclenchement de l’apoptose en aval. La 
signalisation des DR induit l’activation de la SMase acide (Cifone et al., 1994 ; Dumitru et 
Gulbins, 2006 ; Stephan et al., 2017) ce qui entraine une augmentation du taux de céramide 
membranaire facilitant ainsi l’oligomérisation des DR (Cremesti et al., 2001), notamment 
dans les micro-domaines (Miyaji et al., 2005). Toutefois, il est à noter que le rôle de la SMase 
acide dans la signalisation de Fas reste controversé (Cock et al., 1998 ; Bezombes et al., 
2001), suggérant l’existence de mécanismes alternatifs de production de céramide comme 
l’activation d’une SMase neutre ou l’inhibition de la SMS1 en réponse à FasL/CD95L (Lafont 
et al., 2010 ; Lafont et al., 2012). 
D’autres mécanismes conduisant à la mort cellulaire en réponse au céramide ont été 
décrits. Par exemple, le céramide peut inactiver la protéine AKT et diminuer notamment 
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l’expression de cFLIP, une protéine inhibitrice de la caspase-8 (Nam et al., 2002 ; Yoon et al., 
2002 ; Zhao et al., 2013). La production de céramide au niveau membranaire peut aussi 
s’accompagner d’une accumulation de céramide dans les mitochondries. Cet excès de 
céramide mitochondrial entraine la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale 
(MOMP) et agit avec la protéine pro-apoptotique BAX pour induire le relargage de 
cytochrome c (Siskind et al., 2006). De plus, le céramide peut induire le recrutement 
mitochondrial de la PKCδ et par la suite le relargage de cytochrome c et l’activation de la 
caspase 9 (Sumitomo et al., 2002). Il est à noter que le groupe du Dr. Green a montré que des 
catabolites du céramide pouvaient contribuer à la MOMP. Ainsi, la S1P et l’hexadécanal, 
catabolite de la S1P généré par la S1P lyase, facilitent respectivement l’oligomérisation de 
BAK et de BAX (Chipuk et al., 2012). Enfin, l’augmentation de céramide mitochondrial 
semble aussi impliquée dans l’induction d’apoptose indépendante de l’activation des caspases 
3/7 par un mécanisme dépendant de la protéine AIF (Scharstuhl et al., 2009). 
 
A.3.2.1.2 Autres rôles du céramide 
L’autophagie peut faciliter la survie cellulaire, en condition de carence nutritionnelle 
par exemple, ou, a contrario, conduire à la mort cellulaire programmée de type 2, dans le cas 
d’un excès d’autophagie. Le céramide, par l’inhibition d’AKT et l’augmentation de 
l’expression de Beclin-1, peut aussi induire l’autophagie (Scarlatti et al., 2004). D’autres 
mécanismes ont été décrits dans l’induction de l’autophagie par l’accumulation de céramide 
conduisant à l’activation de LC3B, ATG1, ATG5 ou ATG7. Il semble que ce soit 
l’accumulation de céramide en C14 et C16 qui entraine l’autophagie (Spassieva et al., 2009). 
Le C18-céramide, quant à lui, peut induire de la mitophagie et conduire à la mort cellulaire 
(Sentelle et al., 2012). Il est à noter que le dihydrocéramide est lui aussi capable d’induire de 
l’autophagie (Hernandez-Tiedra et al., 2016). 
L’accumulation de céramide peut moduler le cycle cellulaire. Le céramide peut 
bloquer la transition en phase G1/S ou G2/M (Rani et al., 1995) Le dihydrocéramide a 
également été relié à un arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S (Gagliostro et al., 2012). Ces 
modulations du cycle cellulaire sont dépendantes de l’inhibition des protéines CDK (cycle-
dependent kinases) ou de l’activation des CKI (« CDK inhibitors »), protéines inhibitrices des 
CDK : p21 et/ou p27. 
 
28 
 
A.3.2.2 La S1P 
Les fonctions biologiques associées à la S1P comprennent, entre autres, la 
prolifération, la migration, la survie cellulaire et le contrôle de l’homéostasie tissulaire. Son 
action, initialement décrite comme autocrine ou paracrine, est associée à des récepteurs 
membranaires. Son rôle en tant que second messager intracellulaire a été évoqué plus 
tardivement.  
 
A.3.2.2.1 Export de S1P 
La S1P est présente en grande quantité dans la circulation sanguine alors que sa 
synthèse est principalement intracellulaire. Sa structure polaire ne lui permet pas de traverser 
directement la bicouche lipidique de la membrane plasmique par diffusion passive. L’export 
de S1P est effectué par 2 types de transporteurs. Les premiers transporteurs identifiés sont des 
transporteurs de type ABC (ATP binding cassette). Ces transporteurs, peu spécifiques, sont 
différents en fonction des types cellulaires produisant la S1P. Les 2 principaux transporteurs 
de S1P décrits sont ABCA1 et ABCC1 ; ABCA7 présent dans les plaquettes peut aussi 
transporter de la S1P. L’inhibition de ces transporteurs n’est pas pour autant un frein à 
l’export de S1P. L’avancée majeure dans la compréhension des mécanismes d’export de la 
S1P a été l’identification de spinster homolog 2 (Spns2), un transporteur spécifique de la S1P 
(Kawahara et al., 2009). Sa structure n’est pas encore complètement connue mais il ne semble 
pas avoir besoin d’ATP pour transporter la S1P. 
L’action extracellulaire de la S1P est dépendante de la stimulation de récepteurs à 7 
domaines transmembranaires couplés aux protéines G, les récepteurs à la S1P (S1PR), 
numérotés de 1 à 5 (S1P1 à S1P5). Les différentes protéines G couplées à ces récepteurs 
varient en fonction des types cellulaires et leur stimulation peut avoir un rôle différent en 
fonction de la cellule stimulée. Ces récepteurs ont des fonctions biologiques variées mais ils 
sont primordiaux dans la régulation du système cardio-vasculaire, immunitaire et nerveux 
(Figure 6). 
L’expression des 3 premiers récepteurs est largement répandue dans presque tous les 
types cellulaires. L’expression de S1P4 et S1P5 est plutôt restreinte à certains types 
cellulaires. Le gène S1PR1, codant pour S1P1 est localisé sur le chromosome 1, tandis que les 
gènes S1PR2, S1PR3, S1PR4, S1PR5 codant respectivement pour S1P2, 3, 4 et 5 sont situés 
sur le chromosome 9. 
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Figure 6 
Voies de signalisation des S1PR. Illustration de l’association des S1PR avec leurs protéines G correspondantes 
et du résultat de l’activation ou de l’inhibition en aval des seconds messagers. Abréviations : AC : adénylate 
cyclase ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; PLC, phospholipase C. (D’après O'Sullivan et Dev, 2013) 
 
A.3.2.2.1.1 Structure des S1PR 
Les S1PR sont formés d’une chaîne protéique typique des récepteurs couplés aux 
protéines G avec 7 domaines transmembranaires hydrophobes. La partie C-terminale de la 
chaine peptidique est située à l’intérieur de la membrane plasmique, tandis que la partie N-
terminale est située à l’extérieur de la cellule. Ces récepteurs sont formés d’une chaine 
peptidique d’environ 350 à 400 acides aminés. Seule la structure de S1P1 a été cristallisée à 
l’heure actuelle (Hanson et al., 2012). 
La partie N-terminale extérieure va former une poche lipophile qui sera le lieu 
d’interaction avec la S1P. Après activation, les S1PR sont rapidement internalisés, ce qui peut 
toutefois permettre une signalisation persistante. La dégradation des S1PR se fait après poly-
ubiquitinylation par le protéasome mais il existe des voies de recyclage des récepteurs à la 
surface (Oo et al., 2011). La privation en S1P semble faciliter l’expression membranaire des 
S1PR. 
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A.3.2.2.1.2 Expression et fonctions des S1PR 
S1P1, anciennement EDG-1 est le premier récepteur à la S1P qui a été découvert en 
étudiant des gènes précoces exprimés pendant la différenciation des cellules endothéliales 
(Lee et al., 1998). Son rôle est fondamental dans l’angiogenèse, les KO complet de S1pr1 sont 
létaux chez la souris (Liu et al., 2000). La signalisation de S1P1 a un rôle dans la motilité 
cellulaire car ce récepteur s’associe préférentiellement avec les sous-unités Gαi et Gα0 
(Okamoto et al., 1998). 
S1P2 est un récepteur qui semble inhiber la migration cellulaire, à l’inverse de S1P1 et 
S1P3 (Lepley et al., 2005). L’activation de S1P2 passe par l’activation des protéines G12/13 
et Gq, inhibe Rac et a un effet inhibiteur sur la migration cellulaire et l’angiogenèse (Inoki et 
al., 2006 ; Takashima et al., 2008).  
La stimulation des cellules endothéliales par la S1P via S1P3 induit la production de 
NO et protège des dégâts liés à l’ischémie/reperfusion dans des modèles d’infarctus (Nofer et 
al., 2004 ; Theilmeier et al., 2006). Il a un rôle dans l’entrée de calcium extracellulaire par des 
canaux  voltage-dépendants dans les cellules musculaires via un mécanisme faisant intervenir 
la PLC (Fujii et al., 2014). 
S1P4 est principalement exprimé dans les cellules du système hématopoïétique (Graler 
et al., 1998). Il s’associe uniquement avec les sous-unités α Gi/o et G12/13 (Graler et al., 2003). 
Il a surement un rôle en association avec S1P1 dans la migration cellulaire (Kohno et al., 
2003). S1P4 est fortement exprimé durant le développement des mégacaryocytes et semble 
avoir un rôle pour la synthèse rapide des plaquettes. L'augmentation du nombre de plaquettes 
consécutive à une thrombopénie expérimentale est retardée chez les souris déficientes en 
S1P4 (Golfier et al., 2010). 
S1P5 est exprimé dans les oligodendrocytes, il a un rôle dans la survie des 
oligodendrocytes matures par l’activation de voies de signalisation dépendantes d’AKT 
(Jaillard et al., 2005), il est aussi impliqué dans la migration des oligodendrocytes immatures 
(Novgorodov et al., 2007). Il est aussi fortement exprimé par les lymphocytes NK (Walzer et 
al., 2007). 
 
A.3.2.2.2 Action intracellulaire 
Plusieurs arguments expérimentaux suggèrent que la S1P a aussi un rôle de second 
messager intracellulaire. Elle est impliquée dans plusieurs processus dont la régulation de 
l’homéostasie calcique, la croissance cellulaire, la prolifération, l’inhibition de l’apoptose et 
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les changements du cytosquelette qui ne peuvent pas être seulement expliqués par l’action via 
les S1PR.  
Il a été récemment démontré que la S1P, mais pas la dihydro-S1P, pouvait jouer le rôle 
de cofacteur de l’activité E3 ligase de TRAF2. La signalisation du récepteur au TNF-α fait 
intervenir TRAF2, une protéine adaptatrice, pour ubiquitinyler RIP-1, un événement critique 
dans la voie de signalisation dépendante de NF-κB (Alvarez et al., 2010). Dans la réponse des 
macrophages stimulés au LPS, il a été montré que la délétion de SphK1 pouvait entrainer une 
baisse de l’activation de la voie NF-κB. La PKC delta (PKCδ) est impliquée dans cette 
régulation en parallèle de l’activité de la SK1 de la voie NF-κB. In vitro, même si la liaison 
directe de la S1P à la PKCδ n’a pas été démontrée, l’ajout de S1P ou de So (en présence de 
SK1 recombinante) augmente l’activité de la PKCδ (Puneet et al., 2010). D’autres études ont 
proposé le ciblage de la SK1 pour réduire l’inflammation (Bachmaier et al., 2012 ; Grin'kina 
et al., 2012). 
Dans le noyau, la présence plus élevée de SK2 n’avait pas de sens jusqu’à ce qu’on 
découvre que la S1P synthétisée dans le noyau par la SK2 pouvait avoir un rôle dans 
l’inhibition des Histones désacéytlases HDAC1 et 2. Cette activité fait ainsi rentrer la S1P 
dans la catégorie des molécules de la régulation de l’épigénétique (Hait et al., 2009). Dans la 
mitochondrie, la S1P produite par SK2 favoriserait l’oligomérisation de Bak, tandis que 
l’hexadécanal, résultant de sa dégradation par la SPL, favoriserait l’oligomérisation de Bax et 
donc le relargage du cytochrome c (Chipuk et al., 2012). D’un autre côté, la S1P produite par 
SK2 dans la mitochondrie se lie à la prohibitine 2 (PHB2) et régule l’assemblage du complexe 
IV indispensable à la respiration mitochondriale (Strub et al., 2011). 
Il a été également montré que la S1P pouvait réguler négativement l’activité de 
CERS2, une enzyme synthétisant des céramides à longues chaînes à partir de la sphingosine. 
L'augmentation des taux intracellulaires de S1P pourrait ainsi potentialiser ses effets non 
seulement en diminuant les concentrations de céramide intracellulaire et en augmentant les 
concentrations de sphingosine, substrat des sphingosine kinases. Un domaine d’homologie 
avec les S1PR a été découvert dans la structure de CERS2. Cependant la liaison directe de la 
S1P sur CERS2 n’a pas encore été démontrée et on ne sait pas si la S1P peut se fixer sur 
d’autres céramide synthases (Laviad et al., 2008). 
Il reste possible que la S1P puisse agir sur d’autres voies de signalisation et puisse 
modifier d’autres évènements cytoplasmiques ou nucléaires. 
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B. Le cancer du sein 
B.1 Epidémiologie et intérêt du dépistage précoce du cancer du sein 
 L’ensemble des cancers mammaires représentent en France plus de 30% de tous les 
cancers de la femme, c’est encore aujourd’hui le cancer le plus fréquent dans la population de 
sexe féminin, avec plus de 48000 cas parmi 155004 cas de cancers chez la femme en 2012. 
C’est un cancer de pronostic plutôt favorable dans l’ensemble, et qui s’améliore, avec un taux 
de survie à 5 ans de 89%, pour les cancers diagnostiqués entre 2001 et 2004, alors que la 
survie à 5 ans pour les cancers du sein diagnostiqués entre 1989 et 1991 était de 81% (Binder-
Foucard, 2013). Néanmoins, le cancer du sein reste encore la première cause de décès par 
cancer chez la femme. 
Le dépistage est un enjeu majeur dans le cancer du sein, plus la maladie sera dépistée 
tôt, moins le traitement sera intensif, et plus les chances de réussite seront élevées. En France, 
le dépistage est gratuit et concerne les femmes de 50 ans à 74 ans. Il est effectué tous les 2 ans 
et consiste en un examen clinique des seins avec une mammographie en double lecture. Par 
ailleurs, les gynécologues recommandent l’auto-dépistage et parfois la réalisation de 
mammographies avant 50 ans en cas de facteurs prédisposants. 
  
B.2 Diagnostic 
B.2.1 Imagerie 
 La mammographie bilatérale est l’examen de référence des lésions du sein. Elle peut 
être réalisée en cas de signes d’appel cliniques ou dans le cadre d’un dépistage. Elle comprend 
un minimum de deux incidences par sein. On utilise les critères de l’American College of 
Radiology (ACR) pour classer en 5 catégories les lésions mammaires observées à la 
mammographie. En cas d’images ACR 4 ou 5, une biopsie percutanée sera pratiquée. 
La mammographie est associée à une échographie mammaire bilatérale comprenant l’examen 
des aires axillaires. Celle-ci est particulièrement contributive en cas d’image douteuse à la 
mammographie, ou en cas d’examen mammaire anormal avec une mammographie non 
informative. Elle peut également être utile pour guider une biopsie. 
Une IRM est rarement utile mais peut être discutée dans certaines circonstances, la 
TEP n’est pas utilisée pour le moment. 
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B.2.2 L’examen anatomo-pathologique 
 Il existe plusieurs types de lésions des différents tissus composant le sein. Toutes les 
masses observées au niveau mammaire ne sont pas des cancers. Seul l’examen 
anatomopathologique permet de faire la différence entre une affection bénigne ou maligne. Le 
développement de la biologie moléculaire et les résultats des traitements par les nouvelles 
chimiothérapies suggèrent que certaines lésions malignes anatomiquement différentes 
partagent des caractères communs, ce qui a changé la vision que nous avions de ces lésions. 
Un premier examen anatomopathologique est réalisé par biopsie lors du diagnostic si possible, 
dans tous les cas, un second examen est réalisé lors de l’exérèse de la tumeur.  
 
B.2.2.1 Types histologiques 
 La plupart du temps, les lésions mammaires sont des affections bénignes qui seront 
vérifiées et objectivées par une biopsie et un examen anatomo-pathologique. La classification 
des lésions mammaires repose principalement sur un examen morphologique et histologique 
simple. Parmi les lésions bénignes, on trouve les fibroadénomes, la fibrose kystique du sein, 
les kystes et les adénoses et l’hyperplasie épithéliale mammaire. Les lésions malignes 
comportent également plusieurs types. 
 
B.2.2.2 Tumeurs malignes 
 Il existe plusieurs types de cancers du sein qui sont classés différemment en fonction 
de leurs caractéristiques cellulaires d’origine et de la forme que prend le cancer. La plupart 
des cancers du sein (95%) sont issus de cellules épithéliales de la glande mammaire, on les 
appelle des adénocarcinomes. Les autres tumeurs mammaires sont rares et présentent des 
caractéristiques morphologiques variées qui les différencient. On compte parmi les tumeurs 
malignes rares, les carcinomes, médullaires, mucineux, tubuleux ou papillaires, les tumeurs 
phyllodes et les sarcomes. 
On distingue différents types histologiques d’adénocarcinome, le type canalaire sans 
autre spécification (NOS) étant le plus fréquent, suivi par le type lobulaire NOS (Sinn et 
Kreipe, 2013). Enfin, en fonction de la morphologie des lésions on distingue les carcinomes in 
situ ou infiltrants (Figure 7). 
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B.2.2.2.1 Les carcinomes in situ 
 Les cellules malignes sont enfermées dans les structures normales, canaux ou lobules, 
dont la membrane basale persiste et conservent une assise cellulaire myoépithéliale. Deux 
types sont distingués selon la cytologie et l'emplacement de la prolifération : le carcinome 
lobulaire in situ (CLIS) et le carcinome canalaire in situ (CCIS). 
 
B.2.2.2.1.1 Le carcinome lobulaire in situ (CLIS) 
 Le CLIS ne présente pas de signes cliniques et radiographiques et il est découvert 
fortuitement par l'anatomopathologiste chez des patients ayant eu une chirurgie pour d'autres 
raisons comme une mammoplastie, l'excision d'un fibroadénome ou d’un amas de 
microcalcifications. L'anatomopathologiste découvre le CLIS pendant l'examen au 
microscope à côté de la lésion bénigne. Un CLIS est rarement associé avec des calcifications. 
Les calcifications, apparaissent parfois dans la partie nécrotique. 
 
B.2.2.2.1.2 Le carcinome canalaire in situ (CCIS) 
 Il y a quelques décennies, les CCIS étaient rares et révélés par un écoulement du 
mamelon ou une tumeur palpable (Contesso et Petit, 1979). Aujourd'hui, ils représentent plus 
de 10% des cancers du sein et la grande majorité sont découverts en raison de la présence de 
groupes isolés de microcalcifications sur une mammographie de dépistage. Comme leurs 
homologues invasifs, les CCIS comprennent de nombreux sous-types histologiques avec des 
différences de cytologie (petites, grandes cellules, claires, apocrines...) et de structure 
architecturale (cribliforme, papillaire, massif, micropapillaire, etc). Cependant, les différents 
sous-types sont souvent retrouvés chez une même patiente. 
Le dépistage étendu a conduit à la détection de petits CCIS.  Des études en 3-D ont 
montré que le CCIS est un processus local, s'étendant progressivement vers le mamelon avec 
un espace limité entre les conduits concernés. Ces études ont conduit au traitement local du 
CCIS en évitant la mastectomie complète dans un grand nombre de cas (Faverly et al., 1994). 
 
B.2.2.2.2 Les adénocarcinomes infiltrants 
 En règle générale, trois éléments différents sont associés, le stroma, la composante 
invasive et éventuellement, une composante in situ associée. Le carcinome lobulaire infiltrant 
le 2
ème
 plus fréquent, il se compose de petites cellules régulières identiques à celles observées 
dans la forme lobulaire in situ. Classiquement les cellules sont dissociées les unes des autres, 
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ou agencées en fines travées avec des aspects en file indienne ou en cible autour des 
galactophores non atteints. L'identification de reliquats de carcinome lobulaire in situ aide au 
diagnostic.  
Le stroma est essentiel pour la croissance de la tumeur. Il est composé de vaisseaux 
qui assurent l'apport nutritionnel, de cellules inflammatoires et de tissus hyalins et élastiques. 
L'étendue et la proportion des éléments constitutifs stromales varient d'un patient à l'autre et 
dans différentes zones d'une même tumeur. Le tissu fibreux principalement retrouvé dans le 
centre de la tumeur explique sa dureté et ses capacités rétractiles attirent le tissu entourant la 
tumeur, ce qui lui donne sa forme en étoile. D’un point de vue histologique, les spicules 
correspondent à des brins de fibres normales attirés dans la tumeur. Ils peuvent être composés 
soit d'éléments bénins, soit infiltrés localement ou de manière diffuse par le composant in situ 
ou invasif du carcinome. 
 
 
Figure 7  
Schéma représentant les différences entre carcinome in situ et infiltrant.  
La membrane basale est conservée en cas de carcinome canalaire in situ et rompu en cas de carcinome infiltrant. 
 
B.2.3 Classification des cancers du sein 
B.2.3.1 Classification moléculaire intrinsèque et anomalies moléculaires 
 Plus de 80% des cancers du sein sont de type infiltrant. Il existe une grande 
hétérogénéité en termes de pronostic et de réponse au traitement au sein des différents 
carcinomes infiltrant. On peut classer au moins en 4 grands groupes différents les tumeurs 
mammaires en fonction des profils d’expression génique (Perou et al., 2000 ; Sorlie et al., 
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2001). Cette classification permet de mieux classer en groupes plus homogènes ces patients. 
Les cancers luminaux A et B représentent 70 à 80% des cancers, tandis que les cancers de 
type « HER2-enriched » et « Basal-like » représentent 20 à 30 % des carcinomes infiltrants. 
1. Les cancers luminaux de type A (LumA) sont des cancers infiltrants avec une 
différenciation luminale. Ce type de tumeur porte souvent des mutations activatrices 
ou une augmentation du nombre de copies, associé à un mauvais pronostic, du gène 
PIK3CA. Des mutations de GATA3 sont fréquentes, mais c’est la faible expression du 
facteur de transcription GATA3 qui est de mauvais pronostic. 
2. Les cancers luminaux de type B (LumB) ont un pronostic moins favorable que les 
luminaux A. Des mutations inactivatrices de TP53 sont fréquentes dans les cancers de 
type luminaux B, ils surexpriment parfois le récepteur HER2 (Human Epidermal 
growth factor Receptor-2). 
3. Les tumeurs surexprimant HER2 avaient un pronostic plus péjoratif que les tumeurs 
luminales A et B avant l’introduction de l’Herceptin® (Trastuzumab), un anticorps 
ciblant ce récepteur et bloquant la stimulation de ce récepteur. Ces tumeurs portent 
fréquemment des anomalies de TP53. 
4.  Les tumeurs « basal like » ont le pronostic le moins favorable, surexpriment 
fréquemment l’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR/HER1) et, portent très 
souvent des mutations de TP53.  
5. Le groupe de tumeurs initialement classé « Normal breast-like » serait plutôt lié à un 
artefact de dilution de l’ARNm du tissu cancéreux dans du tissu sain adjacent. 
90% des cancers du sein sont sporadiques, il existe cependant des gènes qui entrainent des 
formes familiales de cancer du sein. L’un de ces gènes en cause, BRCA1, dont la protéine est 
impliquée dans la réparation des dommages à l’ADN, porte des mutations entrainant une 
baisse de ses fonctions. Les cancers familiaux associés à des mutations de BRCA1 sont 
généralement de type « basal-like ». Il existe aussi d’autres gènes mis en cause dans des 
formes familiales plus rares de cancer du sein, dont BRCA2 (Gabai-Kapara et al., 2014). 
Les axes de recherches actuels sont focalisés sur l’identification de nouveaux 
marqueurs pronostiques ou thérapeutiques. L’épigénétique des cancers est aussi en plein 
essor, ces recherches portent sur la méthylation de l’ADN, les acétylations des histones et les 
microARNs (miRNAs) (Stecklein et al., 2012). 
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B.2.3.2 Classification immunohistochimique 
L’utilisation de marquage immunohistochimique des récepteurs hormonaux (RH) aux 
eostrogènes (ER) et à la progéstérone (PR) ainsi que d’HER2 est réalisée de façon plus 
courante. On classe ainsi les tumeurs en 3 groupes RH+, RH-HER2+ et RH-HER2-, 
autrement appelé cancer triple négatifs (TNBC). La positivité d’un des marqueurs est 
généralement définie par une expression supérieure ou égale à 10% et ambiguë entre 1 et 9%. 
Cette classification a surtout un but dans le choix des traitements qui vont être proposés mais 
des efforts pour adapter la classification moléculaire en classification immunohistochimique 
ont été réalisés dans ce qui est appelé le consensus de St-Gallen. 
Les tumeurs RH+ représentent majoritairement des tumeurs luminales. Les tumeurs 
luminales A expriment fréquemment et fortement le récepteur aux estrogènes (ER) et le 
récepteur à la progestérone (PR). Les luminales B ont une expression d’ER plus faible que les 
types A et ont une différenciation luminale moins importante. En pratique, c’est la distinction 
entre les LumA et Lum B qui pose le plus problème. La signature génique qui permet de faire 
la différence entre les 2 types étant essentiellement basée sur des gènes de prolifération, 
l’utilisation du marqueur Ki67 comme substitut est recommandé par les experts 
internationaux. Les LumB ont un index mitotique plus élevés que les Lum A, la limite étant 
fixée à 20% d’expression de Ki67 mais cette limite reste controversée. Il est aussi possible 
d’utiliser le grade histologique de la tumeur pour faire la différence entre une tumeur LumA et 
LumB (Goldhirsch et al., 2011 ; Goldhirsch et al., 2013). 
L‘analyse de l’expression d’HER2 se fait d’abord sur coupe de tissu, on peut 
confirmer l’amplification de l’expression d’HER2 par biologie moléculaire (plus de 6 copies 
d’HER2 pour être diagnostiqué positive). On classe ainsi en 2 groupes les tumeurs HER2 
positives : 3+ si la détection immunohistochimique suffit ; 2+ si la confirmation est faite par 
hybridation in situ. Il existe des cas rare d’amplification d’HER2 équivoque ou il n’est pas 
possible de confirmer ni d’infirmer la surexpression d’HER2. Il existe des cas de tumeurs 
RH+ HER2+ qui sont plutôt classé parmi les tumeurs Lum B (Wolff et al., 2018). 
Les tumeurs dites triple négatives (TNBC) sont négatives pour les 3 récepteurs ER, PR 
et HER2. Les cancers du sein de type TNBC et « basal-like » pourrait être identifiés par 
l’expression de l’EGFR et des cytokératines CK5/6. Les autres types de TNBC seraient ainsi 
appelé quintuple négatifs (Cheang et al., 2008). 
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B.2.3.3 Classification moléculaire des TNBC et récepteur aux androgènes 
Les TNBC sont majoritairement des tumeurs de types « basal-like » même s’il a été 
suggéré qu’il pouvait y avoir d’autres types de signatures moléculaires (Bas Kreike, breast 
cancer res 2007). Des travaux récents ont permis de séparer les TNBC en plusieurs groupes de 
tumeurs distinctes ; les tumeurs mesenchymateuses (ML) et mesenchymateuses-souches 
(MSL), basales 1 et 2 (BL1 et BL2), immunomodulatrices (IM) et luminales récepteurs aux 
androgènes (LAR) (Lehmann et al., 2011). Une autre proposition a été faite en classant les 
TNBC en 4 groupes ; mesenchymateuses (MES), Luminales AR (LAR), basales 
immunoactivés (BLIA) et basales immunosuppressives (BLIS) (Burstein et al., 2015). Enfin, 
une dernière étude a classé les TNBC en 3 groupes LAR, BL avec faible réponse immunitaire, 
BL avec forte réponse immunitaire (Jezequel et al., 2015). Les 2 dernières classifications des 
TNBC ont un impact pronostic. L’utilisation du récepteur aux androgènes en IHC comme 
marqueur pour identifier les LAR est intéressante dans ce contexte où il existe dans anti-
androgènes utilisable en clinique. Les tumeurs avec activation du système immunitaire 
semblent être celles qui ont le meilleur pronostic. 
 
 
Figure 8 
Classification des adénocarcinomes infiltrant. Classification simplifiée immunohistochimique et moléculaire 
des adénocarcinomes infiltrant 
 
B.2.4 Bilan d’extension et classification TNM 
 L’examen Clinique et le bilan d’extension par l’imagerie et l’anatomopathologie vont 
servir à classer la tumeur selon la classification TNM de l’IUCC (International Union of 
Cancer Control). T pour tumeur primaire, N pour Node (métastase ganglionnaire), et M pour 
les Métastases (cf. Annexe 1). On utilise une classification avant l’intervention et on reclasse 
après chirurgie. On distingue ainsi 4 classes de cancer et 3 sous classes (HAS, 2010). Cette 
classification TNM a un caractère pronostique bien établi (Uehiro et al., 2013). Elle vient 
d’être actualisé pour la 8ème édition, mais avec peu de changements par rapport à la version 
précédente (Giuliano et al., 2017). 
39 
 
B.3 Prise en charge 
 La prise en charge du cancer du sein est effectuée en réunion de concertation 
pluridisciplinaire (RCP). Elle fait intervenir les chirurgiens, les radiologues, les oncologues et 
les pathologistes. L’organisation du traitement repose sur la chirurgie en premier lieu, et selon 
les cas, la radiothérapie et/ou la chimiothérapie (Curigliano et al., 2017). 
 
B.3.1 Chirurgie 
 La chirurgie est le premier geste thérapeutique dans la prise en charge du cancer du 
sein. En fonction du type de tumeur et du choix de la patiente, il pourra être choisi une 
mastectomie partielle ou totale. Dans le cas d’une mastectomie partielle, il peut rester un 
risque de ne pas enlever la totalité des cellules tumorales et de laisser un site à risque de 
rechute. En cas de carcinome infiltrant, le (ou les) premier(s) ganglion(s) sentinelles recevant 
le drainage lymphatique axillaire du sein sont enlevés et analysés. Un curage axillaire sera 
réalisé en cas d’envahissement du ganglion sentinelle ou d’adénopathies préalables. En cas de 
carcinome in situ, on ne pratique pas de curage axillaire d’emblée et l’analyse du ganglion 
sentinelle n’est pas systématique. 
 
B.3.2 Radiothérapie 
 La radiothérapie sera proposée en cas de mastectomie partielle pour un carcinome in 
situ ou en cas de carcinome infiltrant. La zone traitée sera fonction de la taille de la tumeur, 
du type de tumeur et de l’envahissement ganglionnaire. Elle pourra être faite d’emblée ou 
après une chimiothérapie adjuvante. 
 
B.3.3 Chimiothérapie 
 La prescription d’une chimiothérapie adjuvante sera indiquée en cas de carcinome 
infiltrant avant la radiothérapie. Son choix sera fonction des facteurs pronostiques et de 
réponse au traitement. Classiquement, elle sera basée sur le 5-Fluorouracile (5-FU), 
l’Epirubicine et le Cyclophosphamide et le Docétaxel. 
La chimiothérapie débutera classiquement 3 à 6 semaines après l’intervention 
chirurgicale. Les protocoles comprennent habituellement entre 4 et 6 cures espacées de 21 
jours. Le suivi sera effectué en fonction du type de chimiothérapie prescrite. 
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B.3.4 Hormonothérapie 
 L’hormonothérapie sera choisie en fonction de l’âge de la patiente, de son statut 
ménopausique et de l’expression des récepteurs hormonaux. Classiquement, on proposera la 
Tamoxifène chez les femmes ménopausées ou non et, en séquentiel, des inhibiteurs de 
l’aromatase chez les femmes ménopausées. La durée du traitement hormonal est généralement 
de 5 ans, des résistances aux traitements hormonaux peuvent être une source de récidive ou de 
métastases en particulier après l’arrêt du traitement (Pan et al., 2017). Les traitements basés 
sur l’utilisation d’anti-androgènes ont également été testés chez les patientes ayant une tumeur 
AR+ mais avec des effets thérapeutiques limités (Bonnefoi et al., 2016 ; O'Shaughnessy et al., 
2016 ; Schwartzberg et al., 2017). 
 
B.3.5 Médecine personnalisée et nouvelles chimiothérapies 
 Le développement des anticorps monoclonaux (AcM) et l’identification de cibles 
thérapeutiques a profondément changé le pronostic et le devenir des patientes atteintes de 
cancers du sein. L’Herceptin® est un AcM bloquant la dimérisation d’HER2 qui empêche 
l’initiation d’un signal prolifératif. Il est utilisé dans les tumeurs mammaires HER2+ (3+ ou 
2+) et a changé le pronostic de ce type de cancer, mais il est aussi utilisé dans d’autres types 
de cancer surexprimant HER2. Une autre molécule inhibant les tyrosines kinases d’HER2 et 
d’EGFR, le Tykerb® (Lapatinib) est également utilisable (Escriva-de-Romani et al., 2018). 
Les inhibiteurs de poly ADP ribosyl polymérase (PARP) ont été utilisé dans les cancers du 
sein triples négatifs et semble plus efficace en cas d’anomalies dans la réparation des 
dommages à l’ADN de type BRCA1 (Severson et al., 2017).  
 
B.3.6 Immunothérapies 
Le développement récent des immunothérapies essentiellement dans le mélanome et le 
cancer du poumon des inhibiteurs de checkpoint immunitaires anti- CTLA4 et anti-PD1 ou 
anti-PDL1 a relancé l’intérêt de la réponse immunitaire dans les cancers. Des essais 
d’immunothérapies avec ont été réalisé sur des tumeurs mammaires mais avec un succès 
modéré. Il semble à première vue que ce soit les TNBC qui répondent le mieux aux 
immunothérapies mais il n’existe pas de marqueur actuel pour sélectionner les patientes qui 
peuvent potentiellement bénéficier (Pusztai et al., 2016). Cette partie sera développée avec la 
réponse immunitaire dans les cancers du sein (cf. paragraphe C.2.5) 
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B.4 Sphingolipides et cancer du sein 
Le rhéostat sphingolipidique entre la S1P (pro-tumorale) et le céramide (pro-
apoptotique) joue un rôle clé dans l’initiation tumorale, la survie, la prolifération ou la 
réponse aux thérapies. La dérégulation et les modifications du métabolisme des 
sphingolipides ont été impliquées dans plusieurs cancers. Les modifications touchant les 
enzymes synthétisant ou dégradant les sphingolipides peuvent impacter plusieurs fonctions 
cellulaires et en font des cibles thérapeutiques potentielles (Newton et al., 2015) (Figure 9). 
 
Figure 9 
Concept du rheostat sphingolipidique. Le céramide d’un côté est associé à la mort cellulaire. La S1P agissant 
sur ses récépteurs promeut la survie cellulaire. Dans les cancers, cet équilibre est déplacé par les enzymes du 
métabolisme des sphingolipides vers la S1P. CerS, céramide synthase ; CDase, céramidase ; S1PPase, S1P 
phosphatase ; SphK, Sphingosine kinase ; S1PRs, récepteurs à la S1P (D’après Newton et al., 2015) 
 
B.4.1 Dosage de sphingolipides dans les cancers 
Le développement de la spectrométrie de masse a permis l’essor de la lipidomique et 
le dosage de différents lipides présents dans des échantillons biologiques. Cependant, des 
facteurs comme l’âge, le sexe et l’IMC peuvent influencer ces dosages (Weir et al., 2013). 
L’interprétation des taux de sphingolipides circulants comme le reflet de l’activité tumorale 
est à faire avec précaution. Dans le cancer du sein, les taux de sphingolipides mesurés dans les 
tumeurs sont généralement plus élevés pour toutes les espèces par rapport à du tissu sain non 
cancéreux (Nagahashi et al., 2016 ; Moro et al., 2018). Une étude a mis en évidence qu’un 
taux elevé de sphingomyéline était associé à un meilleur pronostic dans les tumeurs TNBC 
(Purwaha et al., 2018). 
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B.4.2 Expression de SPL et SGPP 
 La SPL est la seule enzyme capable de dégrader la S1P de façon irréversible. Dans des 
lignées de cancers du sein, l’expression de la SPL est nettement diminuée par rapport à des 
lignées de cellules épithéliales mammaires non cancéreuses (Engel et al., 2018). Cependant, 
une étude sur la SPL dans le cancer du sein a montré que l’expression de SGPL1 était 
augmentée dans du tissu cancéreux par rapport à du tissus sain non adjacent, mais ne 
retrouvait pas d’impact pronostic du niveau d’expression de SGPL1 (Moro et al., 2018). Une 
autre étude associait l’expression de SGPL1 à un pronostic défavorable (Lei et al., 2018). 
Deux enzymes peuvent déphosphoryler la S1P en sphingosine la SGPP1 et la SGPP2. Il a été 
retrouvé dans une étude qu’un fort niveau de SGPP2 était associé à une meilleure survie sans 
rechute dans le cancer du sein (Purwaha et al., 2018). Il semble dans tous les cas que les 
cellules cancereuses du sein aient un bénéfice à ne pas dégrader la S1P. 
 
B.4.3 Expression des sphingosine-kinases et S1P 
 Plusieurs études ont montré qu’une augmentation de l’expression d’ARNm codant 
pour SPHK1 était associée à un mauvais pronostic dans les cancers du sein ER- et dans les 
cancers de haut grade (Ruckhaberle et al., 2008 ; Datta et al., 2014). La forte expression 
protéique en IHC de SK1 a été confirmée comme étant de mauvais pronostic en analyse 
multivariée (Zhu et al., 2017) et toujours associée au sous-type triple négatif (Do et al., 2017). 
Une étude ne retrouvait pas d’impact pronostic négatif de l’expression de SPHK1 mais un 
impact pronostic positif d’une forte expression de SPHK2 y compris dans les TNBC (Lei et 
al., 2018). La signalisation via la SK1 est associée à une augmentation de la phosphorylation 
d’ERK1/2 et d’AKT (Datta et al., 2014). La SK1 est capable de se localiser sous la membrane 
plasmique après phosphorylation par ERK1/2 (Pitson et al., 2003) et en réponse à une 
activation de la PKC (Johnson et al., 2002). La localisation de SK1 n’empêche pas une 
relocalisation potentielle de la S1P dans d’autres zones intracellulaires (Siow et al., 2010). 
Toutefois, la localisation de la SK1 à la membrane plasmique pourrait faciliter l'export de la 
S1P par ses transporteurs. Même si l’homéostasie des sphingolipides intracellulaires, un 
élément clé dans les processus tumoraux, ne semble pas dépendante des S1PR, la majorité des 
effets de la S1P produite par les cellules tumorales passe par la stimulation des S1PR (Figure 
10). L’activation des S1PR joue un rôle en modulant d’autres voies de signalisation en 
réponse aux hormones et aux cytokines. Ces effets sont différents en fonction des sous types 
de cancers du sein et des modèles cellulaires. 
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Figure 10 
Signalisations autocrine et paracrine de la S1P. 
La S1P secrétée par les cellules tumorales est capable d’induire une signalisation autocrine et paracrine en 
agissant sur les cellules du microenvironnement. Dans le contexte de la biologie tumorale, cela inclut les cellules 
endothéliales, les cellules stromales, les macrophages associés aux tumeurs, et les cellules de l’immunité 
adaptative.  DAG: Diacylglycerol; ERK: extracellular regulated kinase; HDAC 1 & 2: Histone desacetylase 1 
and 2; IL-6: Interleukin-6; IP3: Inositol triphosphate; MMP2 and 9: Matrix metalloproteinase 2 and 9; PI3K: 
phosphatidylinositol 3' kinase; PKC: Protein kinase C; Rock: Rho-associated protein kinase; S1P1–5: S1P 
receptors 1 to 5; SPHK1: Sphingosine kinase 1; SRF: Serum response factor; TRAF2: TNF receptor associated 
factor 2. (D'après Don et al., 2014) 
 
B.4.3.1 S1P et signalisation du récepteur aux œstrogènes 
Dans les cancers du sein ER+, la stimulation par l’œstradiol (E2) induit l’activation de 
SK1 et la production de S1P (Sukocheva et al., 2003). La S1P produite active principalement 
le récepteur S1P3. La stimulation de S1P3 est capable d’une part de stimuler la 
phosphorylation de ERK1/2 ce qui augmente l’effet de la transduction du signal E2-
dépendant. S1P3 est aussi impliqué dans la transactivation de l'EGFR. En effet, E2 entraine 
une phosphorylation d’EGFR et le blocage de la SK1 ou de S1P3 prévient cette 
phosphorylation (Sukocheva et al., 2006). La même équipe a montré que cette transactivation 
d’EGFR par la S1P via S1P3 nécessitait l’activation de la GTPase Cdc42 (Sukocheva et al., 
2013). 
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Il a été montré que les patientes avec une forte expression cytoplasmique de S1P1 ou 
S1P3 avaient un moins bon pronostic que les autres (Watson et al., 2010). Comme les 
récepteurs à la S1P sont internalisés après stimulation, cela renforce l’hypothèse de 
l’activation de S1P3 comme promoteur de la progression tumorale. Au final, la localisation 
membranaire, cytoplasmique ou nucléaire des S1P1, S1P2 ou S1P3 est importante, mais 
l’association avec les protéines de signalisation activée en aval est aussi importante pour le 
pronostic et complexifie les subdivisons en classes de bons ou mauvais pronostics des 
patientes (Ohotski et al., 2012). L’utilisation d’un Ac bloquant S1P3 ralentit la croissance 
tumorale de cellules MCF-7 (Michigan Cancer Foundation 7) dans un modèle de xénogreffe 
(Harris et al., 2012). Le ciblage de l’action de la S1P ou de S1P3 en complément des thérapies 
anti-EGFR pourrait être proposé dans ce contexte.  
Cependant, même si de nombreux essais de phase I ciblant la SK1 sont en cours, il a 
été montré que l’activité sphingosine kinase des cellules tumorales n’était pas nécessaire à 
leur viabilité (Rex et al., 2013).  
 
B.4.3.2 S1P et signalisation indépendante du récepteur aux œstrogènes 
Dans le cas de cellules MCF-7 transfectée avec HER2, il a été montré que l’activité 
SK1 était augmentée par la présence du recepteur HER2. Cette augmentation de l’activité 
SK1 semble bénéfique car elle a pour but de réprimer l’expression d’HER2 et la S1P ne 
semble plus activer la migration cellulaire induite par S1P3 (Long et al., 2010). L’expression 
du récepteur S1P3 est aussi augmentée dans la lignée MDA-MB-231 par la prostaglandine 
PGE2 et favorise la migration cellulaire en réponse la S1P (Filipenko et al., 2016). 
Dans des cellules ER-/HER2+, la S1P va agir sur le récepteur S1P4 et entrainer une 
activation des kinases ERK1/2 via un mécanisme dépendant d’HER2 (Long et al., 2010). Il a 
été identifié que le récepteur S1P4 cytoplasmique exprimé fortement était un facteur de 
mauvais pronostic, avec un  nombre de rechute plus important et un envahissement 
ganglionnaire plus fréquent dans des cancers ER- (Ohotski et al., 2012).  
Dans les cancers de type TNBC, l’insulin-like growth factor-binding protein-3 
(IGFBP3) en agissant sur le récepteur IGF1R permet l’activation de SK1 et une augmentation 
de son expression et une synthèse d’ADN dans les lignées cellulaires (Martin et al., 2009). 
Les cellules de type TNBC produisent de l’IGFBP3, tandis que les cellules MCF-7 et T47-D 
(lignées ER
+) ne synthétisent pas d’IGFBP3. L’IGFBP3 augmente la sensibilité des cellules 
de type TNBC à une stimulation via l’EGFR par un mécanisme faisant intervenir la SK1. La 
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baisse d’activité de la SphK1 potentialise l’effet du blocage de la stimulation dépendante 
d’EGFR. En effet, l’utilisation d’un inhibiteur de la SK1 et 2, associée à un inhibiteur de la 
signalisation d’EGFR potentialise l’inhibition de la croissance tumorale in vitro et in vivo. 
Cette association pourrait être utile en cas de résistance aux thérapies ciblant l’EGFR (Martin 
et al., 2014). 
Les études dans les cancers du sein ER- ou dans la signalisation indépendante des 
récepteurs hormonaux bien que plus restreintes mais semblent quand même en faveur d’un 
rôle pro tumoral de la S1P. 
 
B.4.3.3 Action dépendante de SK2 
 La localisation de cette enzyme se fait au niveau des organelles et du noyau de la 
cellule. Son rôle pro ou anti-apoptotique est plus controversé que la SK1 et semble dépendre 
de la localisation de la SK2 et de son niveau d’expression (Neubauer et al., 2016). 
SK2 a été impliquée dans la migration en réponse à l’EGF dans une lignée de cancer 
du sein ER- (Hait et al., 2005). Plus récemment, il a été mis en évidence par le groupe de 
Sarah Spiegel que l’inhibition de la SK2 par le FTY720 empêchait la production de S1P au 
niveau nucléaire et permettrait une réexpression du récepteur aux œstrogènes par un 
mécanisme dépendant des HDAC (Hait et al., 2015). 
 
B.4.3.4 Rôle sur les cellules souches cancéreuses 
Il existe certaines cellules cancéreuses qui peuvent avoir des propriétés de cellules 
souches et qui contribuent aux métastases à distance et aux rechutes. Ces cellules initiatrices 
de cancers ont des propriétés immunologiques et métaboliques différentes des cellules 
cancéreuses plus différenciées (Magee et al., 2012). Dans le cancer du sein, il existe certaines 
cellules souches cancéreuses (CSC) et l’expansion de cellules ALDH+ est stimulée par 
l’action de la S1P sur le récepteur S1P3 indépendamment de l’activation par des ligands de 
NOTCH (Hirata et al., 2014). De façon intéressante, il a été également montré que des 
phtalates sont capables d’induire l’activation de SK1 et de S1P3 pour favoriser l’apparition 
d’une « Side-population » dans des lignées de cancers du sein ER+ et ER- (Wang et al., 
2016). 
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B.4.3.5 Rôle dans la néoangiogénèse et les métastases 
Le récepteur S1P1 est important dans l’angiogénèse normale et tumorale (Chae et al., 
2004 ; LaMontagne et al., 2006). Le FTY720 diminue l'angiogénèse tumorale (Schmid et al., 
2007). S1P1 serait aussi impliqué dans la lymphangiogénèse in vitro (Yoon et al., 2008). 
Cette hypothèse a été testée in vivo dans la cadre de la lymphangiogénèse pour expliquer 
l’envahissement ganglionnaire dans le cancer du sein. Diminuer la néoangiogénèse a aussi 
pour effet de diminuer le recrutement de macrophages qui promeuvent la néoangiogénèse et la 
lymphangiogénèse (Nagahashi et al., 2012). Les macrophages recrutés dans la tumeur peuvent 
être stimulés par la S1P via S1P1, ce qui induit l’activation du facteur de transcription NF-κB, 
qui va activer la production d’IL-6. L’IL-6 ainsi produite va activer le facteur de transcription 
STAT-3, via le récepteur à l’IL-6, qui est lui-même un activateur de la transcription de S1P1, 
créant ainsi une boucle d’auto-amplification (Lee et al., 2010). L’action de la S1P sur les 
macrophages via S1P1 serait aussi capable de stimuler la production de lipocaline, ce qui 
favoriserait la lymphangiogénése (Jung et al., 2016). Une autre étude récente a mis en cause 
l’inflamasome et la production d’IL1-β par les macrophages en réponse à la stimulation de 
S1P1 dans la lymphangiogénèse (Weichand et al., 2017).  
D’autre études sont en faveur du rôle de la SK1 et de S1P1 dans l’établissement de 
métastases par l’induction de metallo-protéase de la matrice (MMP) (Ponnusamy et al., 2012 ; 
Ko et al., 2016 ; Zhang et al., 2017). La S1P pourrait aussi agir sur S1P3 et stimuler 
l’expression de MMP9 sur les cellules tumorales (Kim et al., 2011). En contrepartie, le 
récepteur S1P2 a été montré comme ayant des effets anti-tumoraux sur les cellules 
endothéliales et les cellules myéloïdes infiltrant les tumeurs, il empêche l’angiogénèse par une 
diminution de l’expression de VEGF et de MMP9 (Du et al., 2010). 
 
B.4.3.6 Résistances aux chimiothérapies et radiothérapies 
 La SK1 mais pas la SK2 a été impliquée dans la résistance au tamoxifène, la 
diminution de l’expression de SPHK1 permettant de rétablir la sensibilité au tamoxifène dans 
des lignées MCF-7 résistantes (Sukocheva et al., 2009). La SK2 a par contre été impliquée 
dans la résistance à l’induction d’apoptose par la doxorubicine dans des MCF-7 (Sankala et 
al., 2007). En utilisant un inhibiteur de SK2, la résistance aux chimiothérapies a été diminuée 
dans des lignées MCF-7 (Antoon et al., 2011). Une autre étude avait montré que l’inhibition 
pharmacologique des 2 sphingosine kinases pouvait sensibiliser à l’apopotose induit par 
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l’étoposide ou la doxorubicine des cellules MCF-7 résistantes à l’apoptose induite par le TNF. 
Ce mécanisme passerait par l’augmentation du taux de sphingosine (Antoon et al., 2012). 
Dans des modèles cellulaires de type TNBC, il a été montré que l’utilisation de siRNA 
ciblant la SK1, sensibilisait fortement les cellules à l’action du 5-FU ou de la doxorubicine 
(Datta et al., 2014). Il a été aussi proposé d’utiliser le FTY720, pour augmenter la sensibilité 
des lignées de cellules de TNBC (MDA-MB-361) à la radiothérapie, le mécanisme d’action 
passerait par une inhibition de la SK1 (Marvaso et al., 2014). Le FTY720 a aussi été utilisé 
pour sensibiliser des lignées cellulaires à l’induction de l’apoptose par des ligands de TRAIL 
(Woo et al., 2015). Des nanoparticules contenant du FTY720 en combinaison avec du 
docétaxel ont montré une potentialisation de l’induction d’apoptose en réponse au docétaxel 
(Alshaker et al., 2017). 
Toutes ces études impliquent les sphingosine kinases, et en particulier la SK1, dans la 
résistance aux chimiothérapies et à la radiothérapie. 
 
B.4.4 Céramide 
Le métabolisme du céramide a été impliqué tôt dans la mort cellulaire induite par les 
chimiothérapies (Lucci et al., 1999). Des modifications de son métabolisme par des 
inhibiteurs pharmacologiques ou des approches génétiques ont permis de clarifier son rôle 
pro-apoptotique dans le cancer du sein. Par exemple, la downrégulation de SK1 par un siRNA 
a pour conséquence d’entrainer l’accumulation de céramide, et plus particulièrement de 
céramide C16:0, dans des cellules de cancers du sein et favoriser l’apoptose (Taha et al., 
2006). Le céramide va pouvoir être actif directement en tant que médiateur pro-apototique, 
mais des analogues de céramides vont aussi pouvoir être utilisés. 
 
B.4.4.1 Sphingomyélinases 
Le TNF-α est un inducteur de l’activité de la nSMase2 et entraine une augmentation 
du taux de céramide dans des cellules MCF-7 (Clarke et al., 2011). La daunorubicine est 
également capable d’induire une augmentation de l’activité sphingomyélinase neutre et de 
l’expression d’ARNm codant pour la nSMase2 dans des MCF-7 (Ito et al., 2009). Il a 
également été montré que le Sunitinib inhibait la sphingomyélinase acide et perturbait la 
perméabilité lysosmale. Ce mécanisme entraine la mort cellulaire et permet de restaurer la 
sensibilité de cellules tumorales résistantes à plusieurs chimiothérapies dont le docétaxel 
(Ellegaard et al., 2013). 
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B.4.4.2 Céramide synthases 
De façon curieuse, l’expression de plusieurs céramide synthases (CERS2, CERS4 et 
CERS6) est plus élevée dans des tissus cancéreux que dans des tissus sains (Erez-Roman et 
al., 2010). Les taux de céramides C16:0, C24:0 et C24:1 ont aussi été observés plus élevés 
dans des tumeurs que du tissu sain (Schiffmann et al., 2009). En parallèle, il a été montré que 
les céramide synthases n’avaient pas le même niveau d’expression en fonction du type de 
cancer. Par exemple, le niveau d’expression de CERS4 et CERS6 est plus élevé dans les 
cancers de type ER+ (Ruckhaberle et al., 2008). Il existe une activation de la transcription de 
CERS4 et de CERS5 par le 17β-estradiol qui se fixe sur son récepteur (Wegner et al., 2014). 
Dans des modèles cellulaires, la surexpression de CERS4 ou CERS6 est associée à une 
inhibition de la prolifération cellulaire (Hartmann et al., 2012). La diminution de l’expression 
de CERS6 est associée au processus d’EMT et diminue le taux de céramide C16:0 dans les 
cellules pour faciliter leur migration en réponse à CD95L (Edmond et al., 2015). Il  a aussi été 
mis en évidence récemment que le C16-Cer avait un effet inhibiteur sur la croissance 
cellulaire de cellules MCF-7 en diminuant la phosphorylation de mTOR (Kim et al., 2018). 
 
B.4.4.3 Céramidases 
C’est surtout la céramidase acide codée par ASAH1 qui a été étudiée dans le cancer du 
sein. Il y a une expression d’ASAH1 plus elevée dans les cancers du sein ER+ et une forte 
expression d’ASAH1 est associée à une meilleure survie sans évènement dans les cancers ER+ 
et en analyse multivariée tous cancers confondus (Ruckhaberle et al., 2009). Dans une étude 
ultérieure de la même équipe, les mêmes résultats ont été obtenus mais en remarquant que 
c’était dans les cancers luminaux B que la forte expression d’ASAH1 avait un impact 
pronostic positif. La forte expression d’ASAH1 en IHC et en expression protéique était 
retrouvée aussi pour les carcinomes in situ (Sanger et al., 2015). Une autre étude montrait 
qu’une plus forte expression d’ASAH1 était associée à un méilleur pronostic dans des TNBC 
(Purwaha et al., 2018). D’autres auteurs ne retrouvaient pas de différences de l’expression 
d’ASAH1 en IHC entre 2 groupes de patients répondeurs et non répondeurs à la 
chimiothérapie néoadjuvante (Li et al., 2018). L’utilisation du Céranib, un inhibiteur de la 
céramidase acide induit l’apoptose de lignées MCF-7 et MDA-MB-231 (Vethakanraj et al., 
2015). La combinaison entre un inhibiteur de la céramidase acide combiné à un apport de C6-
céramide exogène entraine aussi une potentialisation de la mort cellulaire (Flowers et al., 
2012). Enfin, ASAH1 est aussi impliqué dans la régulation de la production de cytokines par 
les cellules cancéreuses dont le TNF-α, l’IL-6, CCL5 et CCL2 (Newcomb et al., 2018).  
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B.4.4.4 Céramide kinase 
L’expression du gène CERK est associée à l’expression d’HER2 et à la négativité 
d’ER, ce qui suggère son association avec le sous type de cancer du sein HER2+++. Une forte 
expression du gène CERK est associée à une moins bonne survie sans évènement dans les 
cancers ER- mais pas dans les ER+ (Ruckhaberle et al., 2009). Une méta-analyse a montré un 
impact sur la survie sans rechute de l’expression. Dans cette même étude, les auteurs ont 
montré que la céramide kinase pouvait être un moyen d’échappement des cellules tumorales à 
l’apoptose après une diminution de la signalisation du récepteur HER2 dans des modèles 
murins (Payne et al., 2014). La CERK est aussi impliquée dans la production de CCL5 en 
réponse au TNF-α dans des cellules MCF-7 (Newcomb et al., 2018). 
 
B.4.4.5 Chimiothérapies, céramide et analogues de céramides 
L’utilisation de taxol permet d’induire une accumulation de céramide et entraine 
l’apoptose de cellules tumorales avec des sensibilités variant en fonction des types de cellules 
(Charles et al., 2001). De même, l’utilisation de céramide exogène augmente la mort par 
apoptose de cellules traités par du docétaxel (Feng et al., 2014) en inhibant l’activation de la 
voie PI3K/Akt/mTOR et de la voie des MAPK (Yang et al., 2015). De façon similaire, le 
tamoxifène va pouvoir avoir un effet synergique avec d’autres drogues induisant l’apoptose 
par la voie intrinsèque. Cet effet passe par un mécanisme dépendant de l’accumulation de 
céramide (Roberts et al., 2007). 
L’utilisation de C2-céramide exogène a aussi été montrée comme augmentant 
l’apoptose et l’effet du traitement par la doxorubicine in vitro et in vivo (Che et al., 2017). 
L’inhibition de voies de métabolisation ou de dégradation du céramide en combinaison avec 
du C6-céramide exogène potentialise les cassures à l’ADN dans des cellules de cancer du sein 
par un mécanisme impliquant la production de ROS (Chan et al., 2007). Ces céramides 
synthétiques à chaines courtes peuvent être hydrolysés puis participer à la formation de 
céramides naturels par l’action des CERS (Ogretmen et al., 2002), ou être métabolisés en C6-
SM ou en C6-GlcCer dans les cellules (Chapman et al., 2010). 
Des analogues de céramides ont été synthétisés et utilisés pour induire de l’apoptose 
dans des cellules cancéreuses (Struckhoff et al., 2004) certains analogues vont entrainer une 
accumulation de sphinganine dans les cellules cancéreuses alors que du C8-céramide pourra 
être transformé en S1P (Antoon et al., 2009). Ils vont pouvoir être utilisés y compris sur des 
cellules résistantes (Ponnapakam et al., 2014). 
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La production de liposomes a été testée pour augmenter la libération de C6-céramide 
dans des cellules cancéreuses in vitro (Stover et Kester, 2003) en limitant également la 
croissance tumorale in vivo (Stover et al., 2005). La combinaison de liposomes avec des 
chimiothérapies semble prometteuse car elle permettrait d’augmenter la libération de ces 
chimiothérapies de façon plus spécifiques tout en diminuant potentiellement les effets 
secondaires (Tran et al., 2008 ; Morad et al., 2012). Des optimisations de la formulation des 
liposomes pourraient permettre d’améliorer encore leur efficacité (Overbye et al., 2017). 
 
B.4.5 Glucosylcéramides et gangliosides 
La synthèse de glucosylcéramide permettrait d’éviter l’apoptose induite par de fortes 
concentrations de céramide. Les glucosylcéramides et les gangliosides sont aussi impliqués 
dans d’autres processus que l’apoptose. Il existe une baisse d’expression d’UGCG, l’ARNm 
codant pour la GCS, dans les cancers du sein ER- par rapport aux cancers ER+ (Ruckhaberle 
et al., 2009). Une étude en IHC a aussi permis de mettre en évidence que l’expression de la 
GCS était associée au cancer du sein de type Luminal A (Liu et al., 2014). Le groupe de 
Myles Cabot a montré que le tamoxifène ralentissait la production de GlcCer dans des cellules 
MCF-7 (Cabot et al., 1996) et que dans des MCF-7 résistantes à la doxorubicine, on pouvait 
observer une accumulation de GlcCer (Liu et al., 1999). De manière analogue, l’expression 
forcée de la GCS dans des MCF-7 rend ces cellules résistantes à la doxorubicine (Liu, cabot 
JBC 1999). Et l’inhibition de l’expression de l’ARNm codant pour la GCS dans des MCF-7 
résistantes restaure leur sensibilité à la doxorubicine (Liu et al., 2000). L’inhibition 
enzymatique de la GCS réduit l’expression de la P-glycoprotéine (PGP) codée par le gène 
MDR1, une protéine de transport non spécifique impliquée dans la chimiorésistance (Gouaze 
et al., 2005). Dans une étude sur des tumeurs mammaires, il a été noté que la chimiothérapie 
induisait une augmentation de l’expression d’UGCG et une baisse relative du céramide C16:0 
(Che et al., 2017). 
De manière opposée par rapport à UGCG, UGT8, le gène codant pour l’enzyme 
synthétisant du galactosylcéramide, est plus exprimée dans les cancers du sein ER- et à 
fortiori de type « basal-like » ou TNBC (Culhane et Quackenbush, 2009 ; Ruckhaberle et al., 
2009 ; Santuario-Facio et al., 2017). Une forte expression d’UGT8 serait associée avec une 
augmentation des métastases pulmonaires, mais cette étude n’a pas pu analyser l’impact de 
l’expression d’UGT8 dans les différents sous types de cancers (Dziegiel et al., 2010). Il avait 
pourtant été montré précédemment qu’une forte expression d’UGT8 etait associée à un 
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mauvais pronostic dans les cancers ER+ mais pas dans les ER- (Ruckhaberle et al., 2009). 
L’inhibition d’UGT8 au niveau moléculaire dans des MDA-MB-231 a d’abord suggéré que le 
GalCer pouvait avoir un rôle pro-tumoral en lui-même (Owczarek et al., 2013). Il a été montré 
plus récemment qu’UGT8 était une cible du facteur de transcription Sox10 dans des lignées 
de cancers « basal-like ». Son inhibition moléculaire ou par l’acide zoledronique dans ces 
lignées entraine en fait une inhibition de la formation de Gal-Cer mais aussi du Sulfatide. Au 
final, la croissance tumorale plus élevée in vivo observée serait causée par le sulfatide. Il serait 
responsable d’une activation de l’expression de l’intégrine αVβ5, de sa signalisation en aval et 
d’une prolifération des cellules avec un caractère invasif et migratoire plus important (Cao et 
al., 2018). 
De la même façon qu’avec les céramides, des liposomes contenant du GlcCer et du 
GalCer ont été testé en incorporant des chimiothérapies dans les liposomes, ils permettent 
d’augmenter la libération de ces chimiothérapies dans les cellules cancéreuses (Pedrosa et al., 
2013 ; Pedrosa et al., 2015). 
La GBA1 peut être activée en réponse à une activation de la PKCδ et dégrader le 
GlcCer en céramide, principalement en Ceramide C16:0 (Kitatani et al., 2009). Curieusement, 
son inhibition semble induire de l’apoptose et restaurer une sensibilité des cellules tumorales 
aux chimiothérapies (Xiao Zhou biomedecine pharmacother 2017). 
Il n’y a que très peu d’étude sur la lactosylcéramide en lui-même dans le cancer du 
sein. L’enzyme B4GALT5 est plus exprimée dans les « basal-like » que les cancers luminaux 
A (Potapenko et al., 2015). En revanche, la composition des gangliosides est différente 
également entre la lignée MCF-7 et MDA-MB-231 (Nohara et al., 1998). Il a été montré que 
les cancers du sein exprimaient du GM3 qu’on ne retrouve pas dans du tissu sain (Marquina et 
al., 1996). A l’aide d’anticorps, il a été observé que les cancers de type TNBC exprimaient 
plus de GD2 que les luminaux A (Orsi et al., 2017). L’expression de la GD3 synthase est plus 
importante dans des cancers « basal-like » par rapport aux autres cancers et entraine une 
accumulation de GD2 dans les cellules tumorales. La surexpression de la GD3 synthase 
s’accompagne d’une prolifération des cellules et d’une croissance tumorale accrue par un 
mécanisme dépendant de c-Met (Cazet et al., 2010). La signalisation par les oestrogènes 
entraine une diminution de l’expression d’ARNm codant pour la GD3 synthase (Bobowski et 
al., 2013). Une forte expression du gène de la GD3 synthase est associée à un mauvais 
pronostic même en analyse multivariée (Ruckhaberle et al., 2009). 
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Les 2 gangliosides GD2 et GD3 peuvent aussi servir de marqueurs de CSC et il existe 
un métabolisme sphingolipidique différent entre les cellules non CSC et les CSC (Battula et 
al., 2012 ; Liang et al., 2013). Le GD3 favoriserait grâce à une interaction directe la 
phosphorylation de l’EGFR et tandis que GD2 interagit avec c-Met pour maintenir le 
phénotype souche des CSC (Liang et al., 2017). 
Plusieurs stratégies utilisant des anticorps ou des vaccins ciblant les gangliosides ont 
été proposés comme thérapie ciblant la réponse immunitaire anticancéreuse (Fuentes et al., 
2010 ; Ahmed et Cheung, 2014). 
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C. Immunité antitumorale 
C.1 Généralités 
 En 1893, William Coley, après avoir observé que l’infection de patients atteints de 
sarcomes par des streptocoques pouvait entraîner une régression tumorale, publie qu’on peut 
obtenir des régressions tumorales sur le long terme en infectant volontairement des patients 
avec un sarcome incurable par la chirurgie. Il a remplacé plus tard l’utilisation de bactéries 
vivantes par des injections d’extraits bactériens obtenus par chauffage de Streptococcus et de 
Serratia (Coley, 1910). Mais le mode d’action des toxines de Coley, n’ayant pas de 
fondement théorique, elles sont abandonnées progressivement au profit des chimiothérapies et 
de la radiothérapie. En 1909, Paul Ehrlich suggéra que des cellules modifiées de l’organisme 
pouvaient être considérées comme étrangères par celui-ci et être ainsi éliminées. En l’absence 
de preuves expérimentales à cette époque, cette théorie n’a pas pu être reliée à l’action des 
toxines de Coley. 
Plusieurs travaux ont mis en évidence la possibilité d’un contrôle de la tumeur par le 
système immunitaire chez la souris (Gross, 1943 ; Foley, 1953 ; Snell et al., 1953). Presque 
cinquante ans après Ehrlich, Frank Macfarlane Burnet a suggéré que des cellules cancéreuses 
pouvaient se développer en petite quantité, devenir antigéniques et être éliminées sans qu’il y 
ait apparition de signes cliniques de cancers (Burnet, 1957) et aboutit finalement à exposer 
ainsi le concept d’immunosurveillance (Burnet, 1971).  
Cette théorie repose sur l’hypothèse selon laquelle le système immunitaire, et en 
particulier les lymphocytes T, joueraient un rôle de surveillance de l’organisme en 
reconnaissant les cellules néoplasiques comme étrangères et en les éliminant à un stade 
précoce, grâce à l’expression d’antigènes à leur surface. D’après ces théories, un cancer 
survient s’il y a échappement des cellules tumorales au système immunitaire. Cette théorie est 
longtemps restée controversée devant le centrisme sur la cellule tumorale, et ce malgré des 
évidences cliniques. 
Cette notion d’immunosurveillance a évolué parallèlement aux progrès majeurs 
réalisés en Immunologie, et elle tend à se complexifier de plus en plus. On découpe 
maintenant la croissance tumorale en plusieurs phases. Après l’élimination des cellules 
tumorales durant la phase dite d’immunosurveillance, apparait une phase d’équilibre pendant 
laquelle la tumeur commence à évoluer pour se protéger du système immunitaire. C’est durant 
cette phase, baptisée « immunoediting », où sous la pression du système immunitaire, que la 
tumeur acquiert des résistances, ou plutôt qu’un petit contingent de cellules résistantes au 
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système immunitaire initialement présentes ou non prennent le pas sur les autres et peuvent se 
développer. Puis, l’échappement au système immunitaire a lieu dans une troisième étape et la 
tumeur croit et devient cliniquement visible (Dunn et al., 2004)(Figure 11). 
Le profil immunologique des tumeurs est variable d’un type de tumeurs à l’autre et 
même parfois au sein des mêmes pathologies tumorales (Thorsson et al., 2018). Malgré ces 
données en faveur d’un rôle du système immunitaire dans le contrôle des tumeurs, les tumeurs 
acquièrent des caractéristiques intrinsèques par mutation qui leur permettent de résister 
directement au système immunitaire. D’autres hypothèses suggèrent également qu’il y a aussi 
une modification du micro-environnement tumoral qui devient progressivement 
immunosuppresseur et permet à la tumeur de croitre et d’être protégée du système 
immunitaire. 
 
 
Figure 11 
Les 3 phases de l’« immunoediting » dans le cancer 
Les cellules normales deviennent cancéreuses après un évènement oncogénique et induisent des signaux de 
dangers proinflammatoires. Si l’élimination n’est pas efficace dans la première phase, il s’ensuit un état 
d’équilibre (la deuxième phase). Lors de cette phase d’équilibre, les cellules tumorales peuvent rester et être 
maintenues ou tranformées par le système immunitaire en populations variantes. Ces populations peuvent alors 
échapper au système immunitaire. 
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C.2 Réponse immunitaire et cancer du sein 
C.2.1 Le microenvironnement tumoral 
 L’ensemble des éléments cellulaires (cellules immunitaires, endothéliales, stromales et 
le tissu adipeux) entourant les cellules tumorales est appelé microenvironnement tumoral. 
L’infiltrat immunitaire a une grande importance et la modulation de ce microenvironnement 
immunitaire peut impacter le développement des tumeurs et la réponse aux chimiothérapies 
(DeNardo et al., 2011).  
Parmi les cellules composant l’infiltrat de l’immunité innée, on trouve les 
polynucléaires neutrophiles (PNN), les monocytes/macrophages, les lymphocytes Natural-
Killer (NK), les lymphocytes T Gamma-Delta (γδ), les cellules dendritiques (DC) et les 
Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSC). En ce qui concerne l’immunité adaptative, les 
principaux acteurs sont les ly T CD8
+
 et les ly T CD4
+
. Le rôle des lymphocytes B, bien que 
moins étudié, semble important pour initier une réponse immunitaire locale. Dans le cancer du 
sein, l’infiltrat immunitaire est majoritairement composé de ly T CD4+ et CD8+ (Ruffell et al., 
2012)(Figure 12). 
 
Figure 12 
Répartition des différentes populations de leucocytes dans les tumeurs mammaires. Proportion des 
différents types de leucocytes retrouvés dans du tissu tumoral de cancer du sein (D'après Ruffell et al., 2012). 
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C.2.2 Impact pronostique des lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) 
Le premier moyen d’analyser l’infiltrat de TIL dans les cancers est une évaluation 
morphologique. L’examen des TIL sur une coupe tumoral coloré à l’hemalun/éosine permet 
de quantifier l’infiltrat de TIL dans le stroma et en intratumoral. C’est un biomarqueur associé 
à une réponse pathologique complète après chimiothérapie néoadjuvante dans plusieurs sous-
types de cancer du sein et à une meilleure survie sans progression et une meilleure survie 
globale après chimiothérapie adjuvante dans les TNBC uniquement (Denkert et al., 2010). Il 
existe surtout une différence entre les tumeurs avec un infiltrat lymphocytaire prédominant 
(LPBC) (plus de 60% de TIL dans le stroma) qui ont un pronostic vraiment supérieur aux 
autres tumeurs (Loi et al., 2013). 
Des progrès considérables ont été fait ces dernières années grâce au groupe coopératif 
« International Immuno-Oncology Biomarker Working Group » et ont permis d’arriver à 
standardiser l’évaluation de l’infiltrat de TIL (Salgado et al., 2015 ; Denkert et al., 2016). De 
manière générale, ce sont les TNBC qui ont un infiltrat immunitaire le plus abondant (Miyan 
et al., 2016). Dans les tumeurs RH+, un infiltrat important est associé avec une plus grande 
agressivité du cancer ce qui complique l’analyse de l’impact pronostique de l’infiltrat de TIL 
(Denkert et al., 2018).  
Plusieurs autres études ont confirmé depuis l’intérêt de l’analyse des TIL comme 
marqueur pronostic après chimiothérapie adjuvante ou néoadjuvante (Solinas et al., 2017). 
Cependant, la prise en compte de la diversité au sein de l’infiltrat de TIL n’est pas faite avec 
ce type d’analyse. 
 
C.2.3 Impact pronostique des sous population de TIL 
L’analyse de la littérature concernant l’impact pronostique de différentes populations 
immunitaires T révèle que les cellules Th1, les cytokines qu’elles produisent, comme par 
exemple l’interféron- (IFN-) et les lymphocytes T CD8 et T mémoires qui sont associés à 
cette orientation immune sont corrélés à une bonne évolution clinique et ce, quel que soit le 
type de cancer étudié ( 
Figure 13). Cette observation n’est pas retrouvée pour les autres orientations 
immunitaires, Th2, Th17, ou T régulateurs (Treg), dans lesquelles la valeur pronostique est 
inconstante et versatile suivant le type de cancer et le stade d’évolution tumoral (Fridman et 
al., 2012) (Figure 13). 
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Figure 13 
L’association de l’infiltrat de cellules immunitaires avec le pronostic de plusieurs types de cancers. 
L'analyse de 124 articles publiés étudiant l'impact des sous-populations de lymphocytes T 
CD8 mémoires, des cellules T régulatrices (Treg) et des lymphocytes T : Th1, Th2 ou Th17 
par rapport au pronostic de patients atteints de cancer (20 types de cancer différents ont été 
analysés) est représenté. «Good» signifie que ces cellules sont associées à un bon pronostic, 
« None » signifie qu'il n'y avait pas de corrélation et «Poor» signifie que ces cellules sont 
associées à un mauvais pronostic (D'après Fridman et al., 2012). 
 
C.2.3.1 Les lymphocytes T CD8 cytotoxiques 
Plusieurs études se sont focalisés sur l’infiltrat de T CD8+ mais les cohortes sont 
parfois limitées en taille et ne sont pas toujours comparables entre elles, de plus, les 
conclusions sont parfois contradictoires. La présence d’un infiltrat de TIL CD8+ important 
dans le stroma a été montrée comme associée à une meilleur survie (Mahmoud et al., 2011). 
L’infiltrat de TIL CD8+ aurait en réalité un impact pronostic seulement dans les cancers ER- 
(Baker et al., 2011 ; Ali et al., 2014) et à fortiori les TNBC (Liu et al., 2012 ; Miyashita et al., 
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2015). La présence d’un infiltrat de CD8+ est également associée à une meilleure réponse à la 
chimiothérapie néoadjuvante (Oda et al., 2012 ; Seo et al., 2013). 
Il existe différents sous-types de T CD8
+
 classés en fonction de leur degré de 
différenciation. Les naïfs sont les moins différenciés et vont donner après stimulation par une 
cellule présentatrice d’antigène des T « stem cell like memory » (TSCM). Les centraux 
mémoires (TCM) vont également recirculer et persister longtemps dans l’organisme ; les 
effecteurs mémoires RO+ (TEM) et les effecteurs mémoires RA+ (TEFF) vont être les plus 
cytotoxiques mais auront aussi tendance à devenir épuisés (« exhausted ») s’ils sont trop 
stimulés (Henning et al., 2018).  
Des données récentes suggèrent que ce ne sont pas les T CD8
+
 dans leur ensemble 
mais les T CD8
+
 CD103+, aussi appelés T résidents mémoires (TRM) CD8
+
 qui sont les 
effecteurs dans la tumeur et qui sont associés à un bon pronostic (Wang et al., 2016 ; Savas et 
al., 2018). 
 
 
Figure 14 
Modèle de différenciation linéaire des lymphocytes T CD8
+
. Les différents stades de différenciation depuis le 
lymphoyte naïf jusqu’au lymphocyte Teffecteur RA+. Le signal donné par la cellule présentratrice doit être plus 
long et fort pour arriver à un stade de différenciation plus avancé, les capacités de prolifération des CD8 
diminuent en se différenciant (D'après Restifo, 2014). 
 
C.2.3.2 Les lymphocytes Th1 
Les Th1 sont importants pour induire une réponse immunitaire durable par les CD8 
dans un modèle de cancer du sein HER2+ (Moeller et al., 2007). La détection de Tbet, le 
facteur de transcription des Th1, dans des tumeurs HER2+ est associée à une meilleure 
réponse au Trastuzumab (Ladoire et al., 2011). Après traitement néoadjuvant au trastuzumab, 
les patientes répondeuses ont une production d’IFNγ par les CD4, en réponse à une 
stimulation par un peptide spécifique, plus importante que les patientes non répondeuses 
(Datta et al., 2015). La plus forte expression du marqueur Tbet aussi été associé à bon 
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pronostic dans une cohorte de 614 patientes avec plusieurs types de cancers. La présence 
d’une forte expression de Tbet était plus souvent visible dans les cancers de types TNBC 
(Mulligan et al., 2015). 
 
C.2.3.3 Les lymphocytes Th2 
Les lymphocytes Th2 ont un rôle opposé au Th1 dans le cancer du sein. L’analyse du 
liquide interstitiel de tumeurs mammaires montre une plus grande production de cytokines de 
types 2 par rapport à du tissu sain. Une faible concentration en IL-5, une cytokine produite par 
les Th2, est associée à une meilleure survie chez des patientes atteintes de cancer du sein 
(Espinoza et al., 2016). Dans un modèle murin spontané, ils vont faciliter l’apparition de 
métastases en favorisant la polarisation des macrophages M2 (DeNardo et al., 2009). Les Th2 
vont aussi limiter également l’efficacité de la radiothérapie (Shiao et al., 2015). Les 
mécanismes régulant l’infiltration des Th2 et leurs fonctions dans la tumeur sont peu connus 
mais font vraisemblablement intervenir un contact avec certaines cellules myéloïdes. Le GM-
CSF produit par les cellules tumorales ayant un phénotype métastatique peut induire une 
activation des pDC biaisée pour favoriser la différenciation de T CD4
+
 naïfs en Th2 au 
contact de ces pDC (Ghirelli et al., 2015). Il existe une corrélation entre la chimiokine CCL5, 
le taux d’IL-4 et le stade des tumeurs humaines. CCL5 active la différenciation des Th2 en 
activant le récepteur CCR3. Dans un modèle murin déficient en CCL5 il y a une perturbation 
de la différenciation des TAM et des MDSC qui a pour conséquence de réduire la 
différenciation des Th2 (Zhang et al., 2015). 
 
C.2.3.4 Les lymphocytes Treg 
Les Treg sont une sous-population de T CD4
+
 caractérisés par l’expression du facteur 
de transcription Forkhead box P3 (Foxp3). Les Treg dérivés du thymus sont appelés Treg 
naturels (nTreg). Ils peuvent également être induits (iTreg) en périphérie en réponse à la 
présence de TGF-β, d’IL-10 et d’IL-35. Un marqueur de surface des Treg est la chaîne alpha 
du récepteur de l'IL-2 (CD25). L’IL-2 est importante pour leur survie et leur homéostasie. Les 
Treg jouent un rôle clé dans le maintien de la tolérance périphérique ; ils constituent une 
protection contre le développement de maladies autoimmunes en supprimant la fonction des 
LT auto réactifs par des interactions cellule-cellule et la libération de cytokines suppressives, 
telles que le TGF-β, l’IL-10 et l’IL-35. Cependant dans un contexte tumoral, ces cellules 
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favorisent la progression du cancer en supprimant l’immunité anti-tumorale (Tanaka et 
Sakaguchi, 2017) (Figure 15). 
L’infiltration tumorale par des Treg à l’aide du marqueur FoxP3 a été montrée 
initialement comme associée avec un mauvais pronostic (Bates et al., 2006), et augmente dans 
les stades plus avancés des tumeurs (Schreiber, 2007). Cependant des études plus récentes ont 
montré que dans les cancers du sein RH-, l’infiltrat de Treg était associé à un meilleur 
pronostic (Ladoire et al., 2011 ; West et al., 2013 ; Yeong et al., 2017). Il semble que dans les 
cancers du sein RH-, une augmentation de l’infiltrat de Treg soit aussi accompagnée par une 
augmentation de l’infiltrat de CD8. 
Le ratio entre les CD8 et les Treg FoxP3+ a aussi été montré comme étant un facteur de 
bon pronostic (Liu et al., 2011) et un facteur associé avec une réponse complète en cas de 
chimiothérapie néoadjuvante. Par ailleurs, il a été observé une diminution des Treg dans la 
tumeur après chimiothérapie qui entraîne une augmentation du ratio CD8/FoxP3, et qui est 
associée avec la réponse aux chimiothérapies néoadjuvante (Ladoire et al., 2008 ; 
Kaewkangsadan et al., 2016). 
 
Figure 15 
Mécanismes immunosuppresseurs des Treg. Les Treg produisent peu d’IL-2 mais privent les populations de T 
répondeurs en IL-2 car ils expriment fortement le récepteur de haute affinité pour l’IL-2 (CD25). Ils expriment 
constitutivement CTLA-4 et réduisent l’expression des molécules de costimulation CD80/86 par les cellules 
présentatrices d’antigènes (APC) accessibles aux T répondeurs. Ils produisent de L’IL-10 qui réduit l’activation 
et les fonctions des APC. Dans ces conditions, la stimulation d’un TCR de haute affinité, d’affinité intermédiaire 
ou basse par les APC induit respectivement l’apoptose l’anergie ou la dormance des T répondeurs (D'après 
Tanaka et Sakaguchi, 2017) 
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C.2.3.5 Les lymphocytes Th17 
Les Th17 sont une sous-population de LyT CD4
+
 découverte plus récemment et qui ont 
un rôle dans la défense contre les bactéries extracellulaires et les champignons. Les Th17 sont 
associés à un mauvais pronostic dans le cancer du sein (Chen et al., 2013). Le lien entre les 
Treg et les Th17 dans le cancer du sein n’a été fait que récemment. Il été mis en évidence que 
des lymphocytes Treg FoxP3+ pouvaient exprimer le récepteur CCR6, qui caractérise 
normalement les Th17 (Xu et al., 2010). Il a aussi été observé une corrélation positive entre 
l’expression de FoxP3, de RORc et de l’IL17 dans des tumeurs mammaires (Benevides et al., 
2013). En réalité, il existerait plutôt une population de lymphocytes Th17 CCR6+ dans les 
tumeurs mammaires qui expriment FoxP3, qui produisent de l’IL-17, qui expriment les 
ectonucléotidases CD39 et CD73 et favorisent un environnement immunosuppresseur via la 
production d’adénosine (Thibaudin et al., 2016). 
 
C.2.3.6 Les lymphocytes Tfh 
L’infiltration par des Tfh, qui sont normalement présents dans les centres germinatifs 
(GC) et aident à la maturation d’affinité et à la commutation de classe des lymphocytes B, a 
été montré comme prédictive de la survie globale dans le cancer du sein. Cette infiltration par 
les Tfh s’accompagne également de la formation de structures lymphoïdes tertiaires (TLS) 
(Gu-Trantien et al., 2013). 
 
C.2.4 Circulation des TIL dans les tumeurs 
Les mécanismes permettant aux TIL d’entrer et de persister dans la tumeur sont encore 
mal connus. La réaction inflammatoire locale permettrait d’attirer des cellules immunitaires 
notamment par la production de chimiokines. Par exemple, les LyT CD8
+
, les NK et les Th1 
expriment le récepteur CXCR3 qui est sensible aux chimiokines CXCL9, CXCL10 et 
CXCL11. La migration des CD8 dans la tumeur est augmentée par l’effet de l’IFNɣ et du 
TNFα qui sont des inducteurs de l’expression des ligands de CXCR3 (Hensbergen et al., 2005 
; Mulligan et al., 2013). De façon opposée, les Treg avec le récepteur CCR4, sont attirés par 
les chimiokines CCL17 et CCL22 (Mizukami et al., 2008 ; Gobert et al., 2009). Une autre 
étude suggère que les T naïfs recrutés par CCL18 se différencient ensuite en Treg dans la 
tumeur (Su et al., 2017). 
La vascularisation est un autre point important permettant aux TIL de pénétrer dans la 
tumeur. Il existe de nombreuses anomalies de la vascularisation dans les tumeurs entrainant 
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une néoangiogénèse anarchique. Certains types de vaisseaux semblables à ceux rencontrés 
dans les organes lymphoïdes, les « high endothelial veinules » (HEV), serviraient de porte 
d’entrée dans les tumeurs pour les TIL. Il a été montré une corrélation entre leur présence et 
l’importance de l’infiltrat T et B (Martinet et al., 2011). De façon intéressante, la déplétion en 
Treg permet d’augmenter la génération des HEV dans les tumeurs, suggérant que les Treg 
n’ont pas qu’une action directe sur les cellules cytotoxiques (Hindley et al., 2012).  
Même si une réaction immunitaire locale a lieu, la persistance de TIL dans les tumeurs 
est aussi lié à un mécanisme indépendant d’un antigène mais dépendant des caractéristiques 
de la tumeur (Olurinde et al., 2011). 
 
C.2.5 Immunothérapie dans le cancer du sein 
Plusieurs approches d’immunothérapies sont possibles et ont été testées dans le cancer 
du sein. Elles reposent sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux, de vaccins ou de thérapies 
cellulaires. 
 
C.2.5.1 Vaccins 
La vaccination contre le cancer a pour but de monter une réponse immunitaire efficace 
contre le cancer. Le préalable à l’utilisation des vaccins est la détermination d’antigènes 
associés aux tumeurs. En dehors du récepteur HER2 surexprimés, plusieurs autres antigènes 
ont été identifiés dont la mucine-1 (MUC1) et l’antigène carcino-embryonnaire (ACE) 
(Criscitiello, 2012). Les essais de vaccination anti-HER2 associés au GM-CSF (vaccin GP2 et 
AE37) ont montré une tendance à être supérieur par rapport au GM-CSF seul (Mittendorf et 
al., 2016 ; Mittendorf et al., 2016). Les essais de vaccins anti-MUC-1 (Theratope) ont montré 
un léger bénéfice en combinaison avec une hormonothérapie(Ibrahim et al., 2013). Le vaccin 
PANVAC (CEA, MUC-1) en combinaison avec le docétaxel a montré une augmentation non 
significative de 7,9 mois contre 3,9 mois dans le groupe sans vaccin de la survie globale chez 
des patientes avec un cancer du sein métastatique (Heery et al., 2015). Ces essais ont montré 
dans tous les cas que les vaccins étaient bien tolérés. 
 
C.2.5.2 Transfert adoptif de cellules T  
La thérapie cellulaire avec l’utilisation de lymphocytes T exprimant un récepteur 
chimérique « CAR-T cells » a été testée et semble réalisable. 
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Les premiers essais ont été réalisés avec des CAR-T cells dirigés contre HER2. Des 
effets secondaires très sévères après l’administration du traitement suivi par le décès de la 
première patiente ont entrainé un arrêt précoce de l’étude (Morgan et al., 2010). 
Dans un essai sur 6 patientes, dont 4 TNBC, avec des CAR-T cells dirigés contre la 
mesothéline (c-Met), il a été observé une réduction de l’expression de c-Met dans les tumeurs 
chez les patientes. La perte de l’expression de ce marqueur pourrait néanmoins rendre les 
cellules cancéreuses moins agressives en les privant de cette signalisation (Tchu J cancer 
immunol res 2017). 
Un autre antigène TEM8 a servi de cible pour des CAR-T cells. TEM8 est surtout 
exprimé dans les TNBC et par les cellules souches cancéreuses. L’injection de TEM8-CAR T 
cells induit une régression tumorale et une diminution des métastases pulmonaires dans un 
modèle préclinique avec 2 xénogreffes dérivés de patients (PDX). (Byrd TT, cancer res 2018) 
 
C.2.5.3 Inhibiteurs de checkpoint immunitaires 
Les tumeurs vont résister au système immunitaire grâce à l’expression de récepteur 
inhibiteurs. Les tumeurs mammaires peuvent exprimer les ligands PD-L1 et/ou PD-L2 à leur 
surface et inhiber l’activation par le TCR des lyT CD8+ en se liant à PD-1. 
Les essais d’immunothérapies seules n’ont pas eu d’effets très importants dans les 
cancers du sein. L’utilisation d’un anti PD-L1 a donné seulement 4,8% de réponse globale 
avec 2,8% pour les ER+, 3,8% pour les HER2+ et 8,6% pour les TNBC (Dirix et al., 2018). 
Le même anticorps a donné 10% de réponse globale dans des TNBC métastatiques, avec 13% 
de réponse globale pour les TNBC PD-L1+ contre 5% pour les PD-L1-, et 26% de réponse en 
première ligne de traitement contre 4% en deuxième ligne (Schmid et al., 2017). 
L’utilisation de l’anti-PD-1 Pembrolizumab dans des cancers du sein ER+HER2- et 
PD-L1+ n’a donné une réponse durable que chez 2 patients sur 25 dans l’étude KEYNOTE-
028 (Rugo et al., 2018). En prenant uniquement des TNBC métastatiques exprimant PD-L1, 
l’utilisation d’un anti-PD-1 donnait 18,5% de réponse globale (Nanda et al., 2016). Dans 
l’étude KEYNOTE-086, le Pembrolizumab utilisé pour des TNBC métastatique sans sélection 
sur le niveau d’expression de PD-L1 donnait 4,7% de réponse globale dans la cohorte ou le 
Pembrolizumab était utilisé après un l’échec de traitement et 23% de réponse globale en 
première ligne de traitement (Adams et al., 2017 ; Adams et al., 2017). 
La plupart des études montrent que les ICI sont plus efficaces dans les TNBC et qu’ils 
sont moins efficaces après un premier échec de chimiothérapie 
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C.2.5.4 Chimiothérapies immunogènes et immunothérapies 
L’efficacité des chimiothérapies conventionnelles a été mise sur le compte de leur 
action létale directe sur les cellules tumorales, mais les travaux sur le rôle pronostique de 
l’infiltration des lymphocytes dans les cancers suggèrent que les chimiothérapies 
interviennent aussi dans la réponse immunitaire. La mort immunogène (« Immunogenic cell 
death », ICD) s’accompagne du relargage d’ATP, d’annexine A1, d’HMGB1 et de 
l’exposition de calréticuline à la surface des cellules tumorales. Ce type de mort cellulaire 
entraine une réponse inflammatoire avec la production d’IFNɣ et de CXCL10 qui active les 
cellules dendritiques dans la tumeur pour qu’elles puissent aller activer les lymphocytes T 
CD8
+
 (Galluzzi et al., 2017). Certaines chimiothérapies comme les sels de platines, la 
doxorubicine sont des inducteurs de mort immunogène (Galluzzi et al., 2015). Actuellement, 
plusieurs essais de combinaison d’immunothérapies avec des chimiothérapies ou des thérapies 
ciblées sont à l’étude dans le cancer du sein pour en potentialiser les effets (Polk et al., 2018) 
(Figure 16). 
 
 
Figure 16 
Bases moléculaires pour le rationnel de la combinaison d’immunothérapies avec des anticancéreux.  
Les chimiothérapies classiques peuvent induire (i) de la mort immunogène, (ii) éliminer des cellules 
immunosuppressives et (iii) sensibiliser les cellules tumorales aux cellules immunitaires effectrices. Les 
cytokines immunoactivatrices et les inhibiteurs de checkpoint immunitaires renforcent l’activation des CD8 et 
empêchent l’apparition de dysfonction au sein du microenvironnement. (D’après Apetoh et al., 2015) 
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C.3 Sphingolipides et immunité 
Les sphingolipides sont des composants pouvant moduler les réponses immunitaires 
en agissant sur la signalisation cellulaire mais certains sphingolipides ont également des 
propriétés antigéniques. 
 
C.3.1 Céramide 
Le céramide va jouer un rôle dans la signalisation du TCR et l’activation des 
lymphocytes T. Il a également un rôle dans les fonctions des DC.  
 
C.3.1.1 Céramide et signalisation des Ly T 
Des études sont en faveur d’un rôle inhibiteur de la sphingomyélinase ou du céramide 
sur la prolifération des lymphocytes T en réponse à une stimulation du TCR (O'Byrne et 
Sansom, 2000). Dans un contexte d’activation de la sphingomyélinase acide par le TNF-α, la 
production de céramide inhibe le signal calcique des lymphocytes T (Church et al., 2005). 
L’utilisation de C2-céramide inhiberait la signalisation du TCR en perturbant la signalisation 
calcique et les canaux potassiques (Detre et al., 2006). Cet effet pourrait passer par une 
inhibition des PKC dans un contexte ou l’activation des lymphocytes n’est pas faite par le 
TCR (Abboushi et al., 2004). 
D’autres études sont plutôt en faveur d’un rôle positif du céramide lors de l’activation 
du TCR. Le céramide va jouer un rôle important dans la structuration des microdomaines ou 
des rafts lipidiques. L’inhibition de la synthèse de céramides va perturber aussi la 
signalisation du TCR (Tonnetti et al., 1999). L’inhibition de CerS6 semblerait surtout 
responsable d’une mauvaise signalisation du TCR car elle entraine une moins bonne 
activation des lymphocytes T par des allo-antigènes dans un modèle murin. Les lymphocytes 
T ne génèrent pas suffisamment de céramide C16 dans ce modèle (Sofi et al., 2017). A une 
étape ultérieure, dans le métabolisme, l’activité SMS1 qui génère de la sphingomyéline à 
partir de céramide dans l’appareil de Golgi entraine aussi un défaut d’accumulation de 
sphingomyéline à la membrane plasmique et un défaut d’activation par le TCR des Ly T (Jin 
et al., 2008). 
La stimulation du TCR induit l’activation de la sphingomyéline neutre (nSMase), la 
dégradation de la SM et l’activation de la voie des MAPK et de la production d’IL-2 en aval 
(Tonnetti et al., 1999). Des études plus récentes ont montré que la nSMase2 jouerait un rôle 
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dans la signalisation du TCR en favorisant la polarisation du centre organisant des 
microtubules (MTOC) à la synapse immunologique et en favorisant la signalisation soutenue 
du TCR de cette façon (Bortlein et al., 2018). L’activation de la nSMase2 jouerait aussi un 
rôle dans la migration lymphocytaire en permettant aux lymphocytes d’exposer la forme de 
haute affinité de l’intégrine LFA1 (Collenburg et al., 2017). Il avait été montré auparavant que 
le céramide produit après l’activation de la SMase acide permettait le « clustering » 
d’ICAM1, le ligand de LFA1 sur les cellules endothéliales pour faciliter la migration 
transendothéliale (Lopes Pinheiro et al., 2016). 
La co-stimulation de CD28 active aussi la sphingomyélinase acide qui entraine la production 
de céramide (Boucher et al., 1995) et favorise la libération d’IL-2 dans le milieu extérieur par 
les lymphocytes T (Stoffel et al., 1998). Il est possible que le rôle de la SMase acide soit de 
favoriser la sécrétion de cytokines. Dans les Ly T CD8
+
, il a été montré que la SMase acide 
participait à la fusion des granules cytotoxiques et à la libération de perforine et de granzymes 
(Herz et al., 2009). 
 
C.3.1.2 Céramide et Ly T CD4+ 
Plusieurs études supportent un rôle du céramide dans les fonctions et la différenciation 
des Ly T CD4
+. L’ajout de C6-Céramide mais pas d’autres types de céramides favorise la 
production d’IFN-γ et la différenciation de lymphocytes T naïfs en Th1 (Kue et al., 2012). La 
même équipe a montré que le C6-Céramide potentialisait aussi la différenciation de 
lymphocytes T CD4 en Treg en combinaison avec du TGF-β (Kue et al., 2013). Il semble que 
les Treg ont une expression plus forte de la SMase acide et accumulent plus de céramide à 
leur membrane que les T conventionnels. Ils seraient moins sensibles à l’inhibition de la 
SMase acide que les T conventionnels, l’inhibition pharmacologique de la SMase acide 
entraine une accumulation des Treg effecteurs dans les organes lymphoïdes secondaires 
(Hollmann et al., 2016). Une autre étude montrait que les Treg étaient plus nombreux chez 
des souris déficientes en SMase acide que de souris sauvages, mais que l’ajout de céramide 
exogène réduisait quand même les capacités de prolifération des Treg (Zhou et al., 2016).  
L’inhibition pharmacologique ou moléculaire de la SMase acide réduit la prolifération 
des Ly T CD4
+
 mémoires et inhibe la différenciation en Th1, Th2 et Th17 (Bai et al., 2015). 
L’inhibition de la différentiation des Th17 en l’absence d’activité SMase acide serait due à un 
défaut d’activation de STAT3 et de la voie AKT/mTOR (Bai et al., 2014). Toutes ces études 
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suggèrent un rôle de la SMase acide dans la régulation de la prolifération et de la 
différenciation des différentes populations de Ly T auxiliaires.  
 
C.3.2 Glucosylcéramides 
Les glycosphingolipides vont avoir des propriétés antigéniques particulières, ce qui en 
fait des cibles potentielles pour l’immunothérapie des cancers. 
Les cellules dendritiques ont une fonction de présentation antigénique des glycolipides 
par la molécule CD1d et ainsi d’activer une population particulière de Ly T avec un TCR 
invariant, les NKT (Arora et al., 2014). Les NKT sont normalement activés par l’α-GalCer 
mais qui n’est pas présent naturellement chez l’homme. D’autres ligands que l’α-GalCer 
comme le sulfatide (Stax et al., 2017), ou des ligands non glycosylés peuvent cependant aussi 
activer les NKT (Silk et al., 2008). 
Des thérapies cellulaires basées sur les NKT ont été testées dans des modèles 
précliniques de cancer du sein (Gebremeskel et al., 2017). Chez l’homme un essai de thérapie 
cellulaire basé sur l’injection de NKT a été réalisé chez des patients atteints de mélanome 
métastatique (Exley et al., 2017).  
De manière plus large, l’utilisation d’immunothérapies dirigés contre les gangliosides 
GD2 ou le GM3 ont déjà été utilisé dans divers cancers mais avec des succès relatifs dans des 
petites séries de patients (Mulens et al., 2010 ; Gargett et al., 2016 ; Valdes-Zayas et al., 
2017). La combinaison avec d’autres immunothérapies ou chimiothérapies est nécessaire 
avant de pouvoir les utiliser à plus grande échelle. 
 
C.3.3 S1P et S1PR 
C.3.3.1 Gradient de S1P  
La S1P est présente à des concentrations différentes dans le corps humain. Dans le 
plasma, on trouve les plus fortes concentrations en S1P, allant de quelques µM à quelques 
centaines de nM. Dans la lymphe, on retrouve des concentrations environ 75% plus faibles 
que dans le sang. A contrario, dans les tissus, les concentrations en S1P sont très faibles de 
l’ordre du pmol/mg. Il en résulte un gradient de concentration qui joue un rôle notamment 
pour le trafic lymphocytaire.  
Dans les tissus, la baisse du taux de S1P semble très liée à l’activité SPL, qui est 
essentielle pour maintenir le gradient de S1P, la localisation de la SPL au niveau du réticulum 
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endoplasmique (RE) en fait plutôt un régulateur en aval de la production de S1P (Bektas et 
al., 2010). 
Dans la circulation, la S1P proviendrait principalement des érythrocytes, des 
plaquettes et des cellules endothéliales. La part des globules rouges est majoritaire puisque 
des souris SphK2
-/-
 irradiées reconstitués avec de la moelle osseuse avec un KO conditionnel 
de SphK1 n’ont plus de S1P circulante (Pappu et al., 2007). De plus, les taux de S1P 
circulante sont fortement corrélés aux paramètres de la numération sanguine (Bode et al., 
2010). Les plaquettes, qui sont dépourvues de SPL, mais ont une forte activité sphingosine 
kinase sont aussi une source de S1P, cependant leur rôle serait plutôt de libérer des grandes 
quantités de S1P pour aider à la cicatrisation et activer la coagulation. Les plaquettes libèrent 
de la S1P sous l’effet de la thrombine et la S1P favorise le relargage de facteurs solubles par 
les cellules endothéliales stimulées par la thrombine (Takeya et al., 2003). 
Les cellules endothéliales sont une source de régulation de la S1P, elles ont à la fois 
une activité de synthèse et de dégradation de la S1P. Elles seraient capables de libérer des 
faibles quantités de SK1 dans la circulation ce qui participerait à la synthèse de S1P (Ancellin 
et al., 2002) et ont aussi une localisation de SK1 à la membrane préférentiellement du côté 
luminal (Venkataraman et al., 2006).  
Le maintien du gradient dans les organes lymphoïdes est indispensable à la circulation 
des lymphocytes et est dépendant de plusieurs enzymes dont la SPL (Schwab et al., 2005 ; 
Zamora-Pineda et al., 2016) , et les Sphk1 et 2 (Pham et al., 2010). Les LPP (pour « lipid 
phosphate phosphatases »), des enzymes transmembranaires à activité extracellulaire ont aussi 
un rôle dans la dégradation de la S1P et des phospholipides. La LPP3 exprimée par les 
cellules épithéliales et endothéliales dans le thymus est notamment impliquée dans le contrôle 
du gradient de S1P (Breart et al., 2011). Curieusement CerS2 permettrait aussi de réguler le 
gradient de S1P et la migration des thymocytes (Rieck et al., 2017). Enfin, l’expression du 
transporteur Spns2 dans les cellules endothéliales est aussi essentielle au maintien du gradient 
de S1P dans les organes lymhpoïdes secondaires (SLO) (Fukuhara et al., 2012 ; Mendoza et 
al., 2012). De manière intéressante, les souris Spns2-/- présentent une altération partielle du 
taux plasmatique de S1P (Donoviel et al., 2015) qui se traduit par une l’altération du trafic 
lymphocytaire avec une diminution de la fréquence des lymphocytes dans la circulation et une 
augmentation des LT matures dans le thymus et des LB matures dans la moelle osseuse 
(Fukuhara et al., 2012 ; Nijnik et al., 2012). Une étude a révélé que Spns2 ne semble pas être 
impliqué dans la libération de S1P par les cellules sanguines et a suggéré un rôle pour Spns2 
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dans d'autres cellules. En effet, la délétion spécifique de Spns2 dans les cellules endothéliales 
entraîne des anomalies de sortie des lymphocytes similaires à celles observées chez les souris 
Spns2-/-. Ces données suggèrent que Spns2 fonctionne dans les cellules endothéliales pour 
établir le gradient de S1P requis pour la sortie des LT et LB matures de leurs organes 
lymphoïdes primaires respectifs. 
Il est intéressant de noter que la délétion de Spns2-/- entraîne une réduction importante 
des métastases pulmonaires après l’injection de divers types de cellules cancéreuses (cancer 
du poumon CMT-167, colorectal MC-38 ou encore cellules cancéreuses du sein EO771.LMB) 
en i.v. chez la souris. Les souris Spns2-/- présentaient également moins de métastases 
pulmonaires spontanées après l'administration sous-cutanée de cellules de mélanome 
HCmel12-mCherry. En revanche, il n'y avait aucune différence de croissance de la tumeur 
primaire entre les souris de type sauvage et Spns2-/-. La diminution de l’invasion est associée 
à une lymphopénie et a une augmentation de l'infiltration des LT et des NK dans les poumons, 
améliorant ainsi la destruction des cellules tumorales ce qui explique la diminution de la 
charge métastatique chez les souris Spns2-/- (van der Weyden et al., 2017). 
 
C.3.3.2 Récepteurs à la S1P 
Les récepteurs à la S1P exprimés ne sont pas tous les mêmes dans les différentes sous-
populations de cellules immunitaires (Figure 17). Le rôle de la S1P et des S1PR dans le 
système immunitaire a été mis fortement en avant avec la découverte du Fingolimod 
(Gilenya®) ou FTY720. 
 
C.3.3.2.1 S1P/S1P1 et migration lymphocytaire T 
La S1P dans le système immunitaire a été principalement étudiée pour son rôle dans le 
trafic lymphocytaire T. Le FTY720 est un analogue structural de la sphingosine, qui peut agir 
comme agoniste sur les récepteurs S1P1, 3, 4 et 5, et avec à forte doses peut agir comme 
antagoniste fonctionel du S1P1 en induisant son internalisation et sa dégardation. Il a d’abord 
été utilisé comme immunosuppresseur dans des modèles précliniques de transplantation en 
pensant qu’il induisait l’apoptose des lymphocytes T. 
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Figure 17 
Expression des S1PR et de leurs fonctions sur les cellules lymphocytaires. 
Les lymphocytes T expriment S1P1 et S1P4, les lymphocytes B expriment S1P1, S1P2, S1P3 et S1P4, les NK 
expriment S1P1 et S1P5. Les lymphocytes n’expriment pas forcément tous les S1PR illustrés au même moment, 
mais peuvent avoir une expression variant en fonction des stades de maturation ou d’activation. (D'après Blaho 
et Hla, 2014) 
 
Le FTY720 a une autorisation d’utilisation dans la Sclérose en plaque (SEP), une 
maladie auto-immune du système nerveux central (SNC). En 2002 l’action du FTY720 sur les 
récepteurs à la S1P a été découvert en analysant l’effet de ses métabolites (Mandala S, science 
2002). Il agit comme un immunosuppresseur car le FTY720 phosphorylé entrainant la 
dégradation du récepteur S1P1 par le protéasome (Oo et al., 2007). Le mode d’action 
principal du FTY720 va être de séquestrer les lymphocytes naïfs et centraux mémoires dans 
les organes lymphoïdes secondaire, il y’a donc une lymphopénie périphérique (Chiba et al., 
2006 ; Mehling et al., 2008). 
Il est clairement établi que le récepteur S1P1 est important pour la sortie des 
lymphocytes du thymus et des organes lymphoïdes (Matloubian et al., 2004). L’utilisation 
d’un KO conditionnel de S1pr1 dans les lymphocytes T a permis de confirmer ce rôle 
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spécifiquement dans la migration des thymocytes (Allende et al., 2004). L’expression du 
récepteurs S1P1 dans les thymocytes et les lymphocytes est sous le contrôle du facteur de 
transcription « Kruppel-like factor 2 » (KLF2) (Carlson et al., 2006 ; Bai et al., 2007). Ces 
résultats obtenus chez la souris ont été confirmés chez l’homme où les thymocytes matures 
expriment également S1PR1 et KLF2 et répondent mieux à la S1P pour migrer par rapport aux 
thymocytes plus immatures (Resop et al., 2016). La stimulation d’ICOS régule négativement 
l’expression de KLF2 et de S1PR1 dans les Tfh (Lee et al., 2015 ; Weber et al., 2015). Ceci 
est à mettre en relation avec le rôle essentiel de S1P2 pour la localisation des Tfh dans les GC 
(Moriyama et al., 2014). Enfin, le récepteur CCR2 qui interagit avec CCL2 serait capable de 
potentialiser la migration des thymocytes en réponse à la S1P (Aili et al., 2018).  
 
C.3.3.2.2 S1P et survie des lymphocytes T naïfs 
Très récemment, il a été mis en évidence chez la souris que le récepteur S1P1 exprimé 
par les lymphocytes T naïfs leur permettait de se protéger de l’apoptose lors du passage dans 
les vaisseaux lymphatiques après la sortie des ganglions s’ils n’avaient pas été activés par un 
antigène spécifique (Mendoza et al., 2017). La S1P pourrait participer ainsi à l’homéostasie 
lymphocytaire indépendamment de l’IL-7. Il semble que ce soit seulement les lymphocytes T 
naïfs qui puissent suivre le gradient de S1P avec S1P1. Les populations T effectrices 
circulantes expriment moins S1P1 que les T naïfs et ont une migration inhibée par la S1P qui 
va activer S1P2 dans ce contexte de baisse d’expression de S1P1 (Drouillard et al., 2018). 
(Figure 18) 
 
C.3.3.2.3 S1PR et activation des lymphocytes T 
 En s’activant, un lymphocyte T naïf qui rencontre un antigène va exprimer la molécule 
CD69, ce qui va contrer la signalisation via S1P1 (Siow LR, Nature 2006). De plus, la 
molécule CD69 peut interagir directement avec S1P1 pour faciliter son internalisation 
(Bankovich et al., 2010). Le lymphocyte T est ainsi retenu dans le ganglion permettant 
l'expansion clonale des lymphocytes. Suite à de multiples divisions cellulaires, l’expression 
de CCR7 est diminuée et la signalisation via S1P1 peut reprendre le relais et permettre la 
sortie du ganglion via les vaisseaux lymphatiques pour rejoindre la circulation sanguine en 
suivant le gradient de S1P (Pham et al., 2008 ; Benechet et al., 2016)  (Figure 19). De plus, il 
a été montré que la stimulation concomitante du TCR et des S1PR inhibait la prolifération 
lymphocytaire T (Jin et al., 2003), l’inhibition de la prolifération serait liée à la stimulation de 
S1P4 (Wang et al., 2005). 
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Figure 18 
La S1P produite par les cellules endothéliales lymphatiques (LEC) et sécrété par SPNS2 favorise la survie 
des lymphocytes T naïfs.  
La S1P qui est sécrété à l’extérieur des LEC grâce à son transporteur spécifique SPNS2. La S1P peut être 
déphosphorylée par les S1P phosphatases 1/2 (SPPase) ou dégradée par la SPL. L’inhibition de la SPL par la 
deoxypyridoxine (DOP) augmente les niveaux de S1P dans les ganglions. La S1P se lie à S1P1 sur les lyT naïfs 
et active la voie de signalisation AKT qui favorise la survie des Ly T naïfs. La délétion de SPNS2 ou de S1P1 
entraine une accumulation de la protéine PINK1 dans les mitochondries, favorisant ainsi l’ubiquitinylation des 
protéines mitochondriales, et de la mitophagie. La surexpression de Bcl-2 contre l’apoptose induite par la perte 
du signal S1P/S1P1.S1P: sphingosine-1-phosphate; S1P1: S1P récepteur 1. Ubq , Ubiquitine ; Bcl-2: B cell 
lymphoma-2; PINK1: PTEN-induced putative kinase 1 (D’après Peres et al., 2018). 
 
 
Figure 19 
Rôle de S1P1, KLF2 et CD69 dans l’activation et la circulation des ly T dans les ganglions.  
Les lymphocytes T naïfs expriment S1P1. Une perturbation du gradient de S1P ou de l’expression de S1P1 par le 
FTY720 perturbe la sortie des Ly T du ganglion. Après activation d’un lymphocytes T naïf, l’expression de 
CD69 à la surface des lymphocytes augmente et celle de KLF2 et de S1P1 est diminuée. L’expression de S1P1 
est augmentée après l’activation pour sortir du ganglion (D'après Rivera et al., 2008). 
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C.3.3.2.4 S1PR et polarisation lymphocytaire T 
Les S1PR ont aussi un rôle dans la polarisation des T CD4 lors de leur activation ou 
du maintien de leurs fonctions. La S1P serait capable de retenir les lymphocytes T CD4 en 
interagissant avec les récepteurs à la S1P dans les tissus inflammatoires (Jaigirdar et al., 
2017). 
La délétion de S1P1 dans les lymphocytes T entraine un défaut de polarisation in vitro 
en Th17. Dans un modèle de SEP chez la souris (« Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis » : EAE) ayant un défaut d’internalisation de S1P1, la polarisation des Ly 
T en Th17 est augmentée, ce qui induit une EAE plus sévère et une infiltration lymphocytaire 
dans le SNC plus importante (Garris et al., 2013) La délétion du récepteur S1P1 sous le 
contrôle du promoteur de l’IL-17 réduit les signes de l’EAE (Eken et al., 2017). La S1P 
pourrait être produite par les Th17 eux même grâce à la SK1 (Barra et al., 2018). Les souris 
S1P4
-/-
 ont une différenciation Th17 moins importante mais ceci serait plus lié à un 
changement des fonctions des DC (Schulze et al., 2011). Le récepteur S1P3 est impliqué dans 
la migration des Th17 en réponse à CD95L (Poissonnier et al., 2016).  
La signalisation via S1P1 inhibe la polarisation en Treg en activant la voie de 
signalisation de la kinase mTOR, ce qui inhibe l’effet du TGF-ß (Liu et al., 2009 ; Liu et al., 
2010). Chez les patients traités par FTY720, il y’a une augmentation du nombre de Treg en 
parallèle d’une diminution des T mémoires centraux (Serpero et al., 2013). De même, la 
délétion du récepteur S1P1 uniquement dans les Treg entraine des manifestations auto-
immunes multiples et un défaut de régulation du système immunitaire (Eken et al., 2017). 
Le rôle de S1P1 dans la migration des Treg dans un contexte tumoral reste 
controversé. Dans un modèle murin de cancer du sein, le récepteur S1P1, qui active STAT3 
en aval, est utilisé par les Treg pour migrer dans la tumeur. Il n’a pas été possible de prouver 
que la migration se faisait en réponse à la S1P ou à un autre composé (Priceman et al., 2014). 
Dans une étude, les Treg de ganglions lymphatiques atteints par un lymphome folliculaire 
migrent moins en réponse à la S1P que des Treg issus d’un ganglion sain (Nedelkovska et al., 
2016). Pourtant une autre étude montrait que la stimulation du TCR des Treg, issus de la 
moelle osseuse de patientes atteints d’un cancer du sein et spécifiques d’un antigène tumoral, 
induisait l’expression du récepteur S1P1 à leur surface et leur migration en réponse à la S1P 
(Rathinasamy et al., 2017). 
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C.3.3.3 S1PR et lymphocytes T résidents mémoires 
Dans une sous-population de Ly T CD8
+
 mémoires résident des tissus non-lymphoïdes 
(TRM), la diminution de l’expression du facteur de transcription KLF2 entraine une diminution 
de l’expression de sa cible, S1P1. Les TRM deviennent ainsi insensible à la S1P circulante et 
sont maintenus dans les tissus (Skon et al., 2013). Il semble que l’expression initiale de CD69 
par les T CD8
+
 soit un facteur crucial pour leur permettre de rester et de se différencier en 
TRM dans les tissus comme la peau (Mackay et al., 2015). 
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OBJECTIF DE LA THESE 
Il existe une hétérogénéité entre les différents cancers du sein. Le métabolisme des 
sphingolipides est altéré dans les cancers du sein mais il n’existe pas à l’heure actuelle de 
données qui permettent de savoir précisément quels sphingolipides sont enrichis dans les 
différents sous-types de cancers du sein et quel est l’impact de ces altérations 
sphingolipidiques sur la réponse immunitaire et le développement tumoral.  
Dans ce contexte, l’objectif de mes travaux de thèse est double. 
Le premier objectif a été de caractériser une signature sphingolipidique de tumeurs 
mammaires humaines pour savoir quels sphingolipides sont produits en quantité anormale 
dans les tumeurs en fonction du sous-type histologique. Cette partie nous a permis d’identifier 
une signature sphingolipidique enrichie dans le cancer du sein triple négatif. 
Etant donné que les sphingolipides sont impliqués dans la migration, l’activation et la 
différenciation des cellules immunitaires, le deuxième objectif de ma thèse a été d’établir une 
signature sphingolipidique associée à un type de réponse immunitaire dans le cancer du sein. 
Cette partie nous a permis de montrer des corrélations entre le taux intratumoral de certains 
sphingolipides avec le type d’infiltration tumorale par des sous-populations lymphocytaires.  
Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons choisi une approche de recherche 
translationnelle à partir d’échantillons tumoraux humains collectés de manière prospective 
avant induction de la thérapie.   
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MATERIEL ET METHODES 
 
A. Echantillons biologiques 
 Les échantillons de sang périphérique et les concentrés leucocytaires (« Buffy-coat ») 
de donneuses saines ont été obtenus auprès de l’établissement français du sang (EFS-
Pyrénées-méditerranée). L’étude clinique a été approuvée par le centre de ressources 
biologiques en cancérologie (CRB-Cancer). Les échantillons de tumeurs mammaires ont été 
collectés auprès du laboratoire d’anatomopathologie de l’institut Claudius Régaud (ICR) puis 
de l’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse-Oncopole (IUCT-O). Les patientes ont 
donné leur consentement éclairé et les données cliniques ont été anonymisées, conformément 
aux recommandations du CRB-Cancer. 
 
B. Lipidomique et spectrométrie de masse 
Un échantillon de tumeur non dissocié a été gardé et congelé à -80°C. Après 
décongélation, les tumeurs ont été découpées et placés dans des tubes contenant des billes en 
céramique de 1,4 mm (Lysing Beads Matrix D, MP biomédical). La lyse a été réalisée grâce à 
un Precellys (Bertin instruments). Le surnageant a été centrifugé puis aliquoté pour réaliser un 
dosage protéique avec la technique de Bradford. L’extrait tumoral a été congelé à -80°C avant 
l’analyse. Les taux de lipides intratumoraux ont été déterminés par spectrométrie de masse 
(UPLC-TOF). 
 
C. BCgenExMiner 
Les analyses d’expression géniques entre les groupes de cancers du sein des enzymes ont été 
réalisée avec bc-GenExMiner v4.1 (http://bcgenex.centregauducheau.fr) (Jezequel et al., 
2012).  
 
D. Isolement des leucocytes du sang périphérique (PBMC) 
 Le sang périphérique anticoagulé de donneuses saines a été dilué au demi dans du 
RPMI puis déposé délicatement dans un tube au-dessus d’un d’un tiers de volume de Ficoll 
hypaque (General Electrics Healthcare). Les tubes ont été centrifugés 20 min à 2000 rpm. 
L’anneau de PBMC a été aspiré puis transféré dans un autre tube et lavé 3 fois en RPMI. 
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E. Digestion mécanique des échantillons tumoraux 
 Nous avons utilisé un protocole publié pour l’analyse des TIL dans des échantillons 
humains (Garaud et al., 2014). Les échantillons de tumeurs fraichement recueillies dans du 
RPMI, ont été découpés en petits morceaux de 2-4 mm, puis mis dans un tube GentleMACS 
C (Miltenyi biotec) contenant 3 mL de RPMI. Le tube a été mis sur le GentleMACS 
dissociator avec le programme A01 à 2 reprises. La suspension cellulaire a été récupéré et 
passé sur un filtre de 40µm puis lavé avec 3 ml de RPMI. Le reste de la tumeur a été remis 
dans le tube C avec 3 ml de RPMI dissocié avec le programme A01 à 2 reprises. La 
suspension cellulaire a été passée sur un filtre de 40 µm et lavé avec 3 mL de RPMI. La 
suspension cellulaire a été centrifugée 10 min à et le culot repris en PBS-EDTA avant d’être 
utilisé pour le marquage en cytométrie. 
 
F. Immunohistochimie 
Les échantillons de tumeurs inclus en paraffine ont été coupés au microtome et 
déposée et fixée sur une lame de verre. Le marquage CD8 (clone SP57, Roche Ventana) a été 
réalisé à partir d’un protocole validé par le laboratoire d’anatomopathologie de l’IUCT-O sur 
un BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems). La révélation du marquage a été faite 
avec des anticorps secondaires couplés à l’HRP et avec le substrat DAB (Optiview DAB IHC 
Detection Kit, Ventana Medical Systems). Une contre coloration par H&E a été effectuée puis 
les échantillons ont été déshydratés par traitement à l’alcool et des lamelles ont été placées sur 
les échantillons. 
 
G. Cytométrie en flux 
 La réalisation des marquages des PBMC, des lignées cellulaires ou des cellules isolées 
de tumeurs ont été faites dans les conditions suivantes. Les cellules ont été incubés avec le 
marqueur de viabilité Live/Dead aqua (Invitrogen) et les Ac pour le marquage membranaire 
20 min à 20°C avec les cellules dans une plaque 96 puits. Les cellules ont ensuite été lavées 
deux fois dans du PBS. Pour les marquages membranaires seuls, les cellules ont ensuite été 
remises en suspension et analysées au cytomètre. Pour les expériences où un marquage 
intracellulaire a été effectué, le kit FoxP3 Fixation/Permeabilization (ebioscience) a été utilisé. 
Le tampon Fix/Perm a été reconstitué extemporanément selon les recommandations du 
fournisseur, le tampon de perméabilisation a été dilué au 1/10
ème
 avec de l’eau milliQ. Les 
cellules ont d’abord été fixées avec le tampon Fix/Perm pendant 30 min. Deux lavages avec 
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du tampon de perméabilisation ont été réalisés avant d’ajouter les Ac pour le marquage 
intracellulaire. Après 30 min d’incubation à température ambiante, les cellules ont été lavées 2 
fois en tampon de perméabilisation puis reprises dans du PBS avant d’être analysées. Les 
panels d’Ac utilisés sont listés en Annexe 2.  
Les expériences de cytométrie en flux ont été réalisées sur un cytomètre BD LSR 
Fortessa X-20 (BD Biosciences). Les réglages de voltages des photomultiplicateurs (PMT) et 
des compensations ont été réalisés avec des cellules non marquées, des cellules 
monomarquées, et/ou des billes de capture d’Ac (ebioscience). 
 
H. Tri et stimulation des lymphocytes T  
Les cellules ont été reprises en PBS EDTA 0,5%SVF avant d’être triées. Nous avons 
utilisé un kit de sélection négative (Miltenyi biotec). Brièvement, la suspension cellulaire a été 
mise au contact des anticorps déplétant pendant 5 min au réfrigérateur. Les billes magnétiques 
ont été ajoutées pendant 10 minutes supplémentaires et la suspension a été filtrée sur une 
colonne LS (Miltenyi biotec) devant un aimant. L’éluat a été compté, puis lavé dans du milieu 
TEXMACS (Miltenyi biotec). 
Les lymphocytes T ont été congelés en culot sec à J0 ou bien stimulés avec un 
streptamère anti-CD3/CD28 (Stemcell technologies), un culot sec a été congelé avec les 
lymphocytes T stimulés à J1, J2 et J6. 
 
I. PCR quantitative en temps réel 
L’ARN des lymphocytes T stimulés ou non a été réalisé avec le kit RNeasy plus 
(QIAGEN) selon les recommandations du fournisseur. 1µg d’ARN a été utilisé pour réaliser 
la transcriptase inverse. Les ADNc obtenus ont été repris dans de l’eau milliQ et mélangé 
avec les sondes correspondantes et le SYBR Premix Ex Taq II (Takara) en plaques 96 puits. 
Le gène de la GAPDH a été utilisé pour normaliser les résultats. 
 
J. Analyse statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel R ou le logiciel 
GraphPad Prism. Les tests réalisés ont été selon les cas, un test de Mann-Whitney non 
apparié, corrigé ou non par la méthode de Bonferroni, un test de Kruskal-Wallis, un test de 
Wilcoxon ou des corrélations de Spearman. Le test de Welch a été fait directement sur le site 
de la base bc-GenExMiner.  
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RESULTATS 
A. Signature sphingolipidique des cancers du sein 
A.1 Taux de sphingolipides totaux dans les cancers du sein 
Nous avons d’abord analysé la composition en sphingolipides totaux dans 10 
échantillons de tissu mammaire sain prélevés à distance de la tumeur lors d’une mastectomie 
avec les 54 échantillons tumoraux collectés. Les dosages de sphingolipides réalisés par 
spectrométrie de masse ont été normalisés par rapport au dosage des protéines totales réalisées 
sur le même extrait. Nous avons pu observer que le taux de sphingolipides est augmenté dans 
les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains pour tous les sphingolipides dosés à 
l’exception du dihydrocéramide (Figure 20). 
 
Figure 20 
Comparaison du dosage de 9 sphingolipides totaux normalisé par rapport au dosage de protéines. Violin-
plot réalisé avec les échantillons de tissus sain en bleu et les échantillons tumoraux en rouge. Un test de Mann-
Whitney a été réalisé pour comparer les dosages entre tissus sain et tumoral pour chaque sphingolipide. p-value : 
*<0,05 ; **<0,01 ; ***<0,001 ;****<0,0001. 
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A.2 Taux de sphingolipides totaux en fonction des différents types de 
cancers du sein 
Nous avons voulu regarder ensuite s’il existait un taux différent de sphingolipides en 
fonction des sous-types de cancer du sein. Nous avons séparé les tumeurs en 3 groupes selon 
l’expression de marqueurs en immunohistochimie. Le premier groupe (RH+HER2-) comporte 
24 tumeurs, le deuxième 14 tumeurs (HER2+) dont 9 RH+HER2+ et 5 RH-HER2+ et enfin le 
troisième groupe (TNBC) qui compte 13 échantillons de tumeurs. Nous avons retiré 3 
tumeurs de l’analyse qui avaient un statut HER2 équivoque. Il est à noter que le faible nombre 
d’échantillons RH-HER2+ ne nous a pas permis de faire une analyse statistique en 
individualisant ce sous-type histologique. Nous n’avons pas observé de différence 
significative entre les dosages de sphingolipides sauf pour les monohéxosylcéramides qui sont 
plus élevés dans le groupe TNBC que le groupe HER2+ et pour la S1P qui est plus élevée 
dans le groupe RH+ HER2- par rapport au groupe HER2+  (Figure 21). 
 
Figure 21 
Comparaison des dosages de sphingolipides pour 3 dans les différents types de cancers du sein. Le groupe 
de tumeurs RH+ HER2- (n=24) est représenté en bleu, le groupe HER2+ (n=14) en vert et le groupe TNBC 
(n=13) en rouge. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour comparer les 3 groupes entre eux pour chaque 
sphingolipide. Un test de Mann-Whitney corrigé par la méthode de Bonferrroni a été réalisé pour comparer les 
dosages entre les différents groupes de tumeurs pour les monohéxosylcéramides et la S1P. p-value : *<0,05 ; 
**<0,01 ; ***<0,001 ;****<0,0001. 
81 
 
A.3 Identification d’une signature sphingolipidique des TNBC 
A.3.1 Corrélation entre les dosages de sphingolipides des tumeurs  
Les résultats précédents indiquent qu’il n’existe pas de différences majeures entre les 3 
groupes de cancers pour les dosages de SL totaux. Dans le but de mettre en évidence 
d’éventuelles voies métaboliques distinctes du céramide dans les 3 groupes de cancer, nous 
avons évalué s’il existait des corrélations entre les taux de certains sphingolipides.  
Dans les cancers RH+HER2-, nous avons observé une forte corrélation entre les taux 
de céramide et de monohexosylcéramide. Les taux de sphingosine et de S1P sont aussi 
corrélés. On note également une très bonne corrélation entre les taux de sphingosine et de 
céramide. Dans le groupe HER2+, les taux de sphingomyéline et de lactosylcéramide sont 
fortement corrélés alors que le céramide et les monohexosylcéramides ne le sont pas. Dans les 
TNBC, la sphingomyéline est fortement corrélée avec le céramide, la sphingosine et la S1P. 
A l’opposé, le céramide n’est pas corrélé au monohexosylcéramide. 
Ainsi, ces résultats suggèrent l’existence d’une signature sphingolipidique différente 
dans les tumeurs non TNBC et TNBC. Ces différences pourraient s’expliquer par la 
métabolisation du céramide nouvellement synthétisé vers la voie des glycosphingolipides et 
de la sphingomyéline respectivement dans les tumeurs non TNBC et dans les TNBC. 
Alternativement, un catabolisme accru de glycosphingolipides en céramide et de 
sphingomyéline en céramide respectivement dans les non TNBC et les TNBC pourrait 
contribuer à nos observations. 
 
A.3.2 Altérations des proportions de sphingolipides en -C16 :0 et -C24 :0 dans les 
cancers TNBC 
Nous avons ensuite analysé la répartition des chaines acylées dans les SL complexes 
dans les différents groupes de tumeurs. Tous les SL en -C24:0 sont en proportion plus 
importante dans les TNBC que les tumeurs RH+ HER2-. A l’exception du LacCer et de la 
dhSM, tous les SL -C16:0 sont en plus grand proportion dans les RH+HER2- que les TNBC. 
Les TNBC ont moins de C16:0-Cer, C16:0-SM, C16:0-dhCer et de C16:0-dhSM, et plus de 
C24:0-Cer, C24:0-dhCer et de C24:0-dhSM que les tumeurs HER2+. Les HER2+ ont plus de 
C24:0-HexCer que les RH+HER2 (Tableau 2). Les tableaux complets des comparaisons de 
toutes les espèces de SL sont regroupés en Annexe 3. 
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Figure 22 
Corrélation entre les différents 
niveaux de sphingolipides dans les 
3 groupes de cancers du sein. 
Représentation des matrices de 
corrélation de Spearman. L’échelle 
des coefficients de corrélation va de 
-1 (bleu) à 1 (Rouge). La 
significativité des coefficients de 
corrélation a été simplifié par 
tranche. p value : * <0,05 ; ** 
<0,01 ; *** <0,001 ; **** <0,0001. 
 
 
En comparant les TNBC avec les tumeurs non TNBC, il apparait que les SL en -C24:0 
sont bien plus représentés, et que les SL en -C16:0 sont moins importants dans les TNBC par 
rapport aux autres tumeurs. Ces 2 dernières espèces sont parmi les plus représentées avec les 
SL en -C22:0 et en -C24:1 dans les tissus sains et cancéreux. Un déséquilibre pourrait 
impacter plusieurs fonctions biologiques et expliquer certaines caractéristiques 
clinicobiologiques entre les tumeurs TNBC et non TNBC. 
 
A.3.3 Les sphingolipides en -C24:0  comme biomarqueur des TNBC 
Les résultats précédents suggèrent que les SL en -C16:0 ou en -C24:0 pourraient être 
utilisés comme biomarqueurs des TNBC. Nous avons regardé quelle était la quantité de 
molécules de SL en -C16:0 ou en -C24:0 dans les TNBC et les autres types de cancers.  
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Une différence légère est observée pour le dosage de certains sphingolipides en -C16:0 
qui semblent plus importants dans le groupe non TNBC. Toutefois, cette différence est 
significative seulement pour le dosage du C16:0-dhCer (Figure 23), suggèrant que des 
altérations du métabolisme des SLs ont lieu dès les toutes premères étapes de la synthèse de 
novo des SL dans les TNBC. 
 
Tableau 2 
Proportion relative des différentes espèces de sphingolipides en -C16:0 et en -C24:0 
 Médiane du pourcentage (Min-Max) p value* p value** 
Lipide Espèce 
RH+ 
HER2- 
(n=24) 
HER2+ 
(n=14) 
TNBC 
(n=13) 
TNBC 
vs 
RH+ 
HER2- 
TNBC 
vs 
HER2+ 
HER2+ 
vs 
RH+ 
HER2- 
TNBC vs 
non 
TNBC 
Cer 
C16:0 
23.51 
(5.32-
39.75) 
21.95 
(11.62-
35.55) 
15.56 
(10.6-
24.18) 
0.002 0.0168 1 0.0006 
C24:0 
11.34 
(5.7- 
19.65) 
14.36 
(4.77-
23.33) 
20.71 
(8.64-
37.69) 
0.0004 0.058 0.512 0.0004 
SM 
C16:0 
38.76 
(20.72-
47.93) 
32.68 
(26.39-
48.45) 
28.74 
(20.76-
41.91) 
0.0034 0.0168 0.3387 0.0008 
C24:0 
12.3 
(8.57-
21.38) 
15.66 
(10.7- 
23.1) 
17.92 
(11.72-
26.92) 
0.0246 1 0.1737 0.0296 
Hex 
Cer 
C16:0 
19.8 
(3.19-
48.95) 
17.54 
(5.94-
29.61) 
12.08 
(5.96-
22.11) 
0.02 0.1628 0.9893 0.0073 
C24:0 
17.65 
(7.47-
45.51) 
28.53 
(14.19-
39.41) 
35.39 
(18.43-
67.77) 
0.0007 0.2288 0.0443 0.0014 
Lac 
Cer 
C16:0 
5.01 
(1.3-      
9.4) 
5.74 
(2.29- 
7.65) 
4.03 
(2.42- 
6.74) 
0.6718 0.3143 1 0.0078 
C24:0 
19.31 
(10.69-
43.45) 
24.49 
(13.54-
42.77) 
31.17 
(12.41-
55.55) 
0.0405 0.5556 0.4312 0.0267 
dh 
Cer 
C16:0 
48.49 
(22.66-
56.19) 
43.8 
(32.01-
54.53) 
29.04 
(13.45-
50.83) 
0.001 0.0016 1 0.0001 
C24:0 
19.82 
(8.94-
46.71) 
23.34 
(13.75-
44.98) 
39.64 
(15.76-
59.05) 
0.002 0.0141 1 0.0004 
dh 
SM 
C16:0 
55.32 
(21.49-
76.51) 
60.43 
(46.53-
76.41) 
49.91 
(42.74-
59.36) 
0.2007 0.0025 0.2144 0.0065 
C24:0 
5.43 
(0.97- 
30.2) 
5.89 
(3.07-
16.47) 
14.44 
(5.47- 
23.1) 
0.0008 0.0038 1 0.0001 
* Test de Mann-Whitney ajusté par la méthode de bonferroni ; ** Test de Mann-Whitney 
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En revanche, le taux des sphingolipides en -C24:0  est significativement plus élevé 
dans les TNBC que les tumeurs non TNBC pour tous les SL complexes dosés. La différence 
la plus marquée se retrouve pour la C24:0-dhSM (Figure 24). Il semble donc que dans les 
tumeurs TNBC, les différences de proportion des chaines acylés des SL soient plutôt liées à 
une augmentation de la synthèse des SL en -C24:0.  
Nous avons également pu noter que les tumeurs de grade III d’Ellis-Elston avaient un 
taux de C24:0-Cer plus élévé que les tumeurs plus bas grade (I et II). Ces résultats étaient 
encore significatifs en éliminant les cancers TNBC qui etaient majoritairement de grade III. 
 
Figure 23 
Comparaison des dosages de sphingolipides en -C16:0 dans les TNBC et les tumeurs non TNBC. 
Graphique représentant la concentration en pmol/mg de protéines des sphingolipides SM, Cer, dhSM, HexCer, 
LacCer en -C16:0 dans les tumeurs TNBC et non TNBC. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour comparer 
les dosages entre TNBC et non TNBC pour chaque sphingolipide. p-value : *<0,05 ; **<0,01 ; 
***<0,001 ;****<0,0001. 
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Figure 24 
Comparaison des dosages de sphingolipides en -C24:0 dans les TNBC et les tumeurs non TNBC. 
Graphique représentant la concentration en pmol/mg de protéines des sphingolipides SM, Cer, dhSM, HexCer, 
LacCer en -C24:0 dans les tumeurs TNBC et non TNBC. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour comparer 
les dosages entre TNBC et non TNBC pour chaque sphingolipide. p-value : *<0,05 ; **<0,01 ; 
***<0,001 ;****<0,0001. 
 
 
Figure 25 
Taux de C24:0-céramide en fonction du grade des tumeurs. Dans le panel de gauche, le taux de C24:0-Cer 
est représenté pour les tumeurs de faible grade d’Ellis-Elston (I et II) et les tumeurs de grade III. Dans le panel 
de droite, les tumeurs TNBC ont étés exclues de l’analyse. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour comparer 
les dosages de C24:0-céramide entre haut grade et faible grade. . p-value : *<0,05 ; **<0,01 
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Tandis que le dosage quantitatif des sphingolipides est réalisable uniquement par 
spectrométrie de masse, l’analyse de la proportion relative des espèces de SL à chaînes 
d’acide gras courtes (en -C16/C18) et longues (C20) peut se faire à l’aide de techniques 
chromatographiques plus simples. Nous avons donc choisi de regarder le ratio C16:0/C24:0 
pour chaque espèce de sphingolipide et nous avons réalisé des courbes ROC (« receiver 
operator Curve ») en fonction de la sensibilité et de la spécificité à discriminer les TNBC des 
autres tumeurs. Le ratio C16:0/C24:0 est inversé pour certains SL ou diminué pour d’autres 
SL dans les TNBC par rapport aux tumeurs non TNBC. 
Le ratio C16:0/C24:0 semble être un biomarqueur discriminant des TNBC pour les 6 
familles de sphingolipides que nous avons dosées. Le meilleur discriminant est le ratio 
C16:0/C24:0 dhSM avec une sensibilité de 82,9% (IC95% : 67,9-92,9%) et une spécificité de 
84,6% (IC95% : 54,6-98,1%) à un seuil de 6,76. De plus, le ratio C16:0/C24:0 reste très 
discriminant pour la SM, le Cer et le dhCer et, dans une moindre mesure, pour les 
monohexosylcéramides (Figure 26). 
 
 
Figure 26 
Le ratio C16:0/C24:0 est un biomarqueur discriminant des TNBC. Courbe ROC des ratios C16:0/C24:0 
pour la SM, la dhSM, le Cer, le dhCer, les hexosylcéramide et le lactosylcéramide pour séparer les TNBC des 
autres types de cancers. Les aires sous la courbe (AUC) et les p value sont notées pour chaque famille de SL. 
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A.4 Méta-analyse : expression génique 
Nos observations précédentes pourraient être liées à des modifications de l’expression 
de certaines enzymes du métabolisme des SL. A partir d’une base de données publique (bc-
GenExMiner), nous avons analysé l’expression des gènes codant pour certaines enzymes 
impliquées dans la synthèse des SL. 
 
A.4.1 Niveau d’expression des enzymes de la voie de synthèse des 
glycosphingolipides et de la sphingomyéline 
L’expression d’UGCG, codant pour la glucosylcéramide synthase, qui synthétise le 
GlcCer, est très inférieure dans les TNBC par rapport aux autres groupes de cancers. Nous 
avons ensuite regardé s’il existait une modification de l’expression des enzymes intervenant 
dans la synthèse de la sphingomyéline. Tandis que SGMS1, codant pour la sphingomyéline 
synthase 1, est exprimée de manière comparable dans les TNBC et les non TNBC, SGMS2, 
codant pour la sphingomyéline synthase 2, est plus exprimée dans les TNBC que dans les 
autres types de tumeurs (Figure 27). Ces observations sont en accord avec les résultats de la 
Figure 22 montrant que le céramide corrèle fortement avec la sphingomyéline mais pas avec 
les monohexosylcéramides dans les TNBC, suggérant une orientation préférentielle du 
métabolisme du céramide en sphingomyéline dans ce type de cancer du sein. 
 
Figure 27 
Expression des gènes de la synthèse du GlcCer et de la SM. Expression génique relative d’UGCG, et de 
SGMS1-2 dans des tumeurs TNBC (blanc) et non TNBC (noir). L’expression relative est normalisée en log2 et 
un test de Welch a été réalisé pour comparer les 2 groupes entre eux. 
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A.4.2 Modifications de l’expression d’ARNm des enzymes de la famille des 
céramide synthases dans les TNBC 
Pour comprendre pourquoi les SL en -C24:0 sont majoritaires dans les TNBC, nous 
avons étudié dans bc-GenExMiner l’expression des gènes codant pour les céramide synthases 
(CERS1-6). Ces différentes isoformes de céramide synthases synthétisent préférentiellement 
des SL avec une longueur définie de chaîne grasse. Par exemple, CERS3 synthétise des SL 
avec une chaine grasse C24:0 ; CERS1, CERS2, CERS4, CERS5 et CERS6 synthétisent 
respectivement et majoritairement des SL en -C18:0, en -C20:0 à -C24:0, -C18:0 à -C22:0, -
C14:0, et en -C16:0. Tandis que CERS1 et CERS3 ont un même niveau d’expression dans les 
TNBC et les non TNBC, CERS2, CERS4, CERS5 et CERS6 sont diminuées dans les TNBC 
(Figure 28). Ainsi, la faible expression de CERS6 dans les TNBC pourrait contribuer au faible 
taux de C16:0-dihydrocéramide qui est directement généré par cette isoforme de céramide 
synthase (voir Figure 23). A l’opposé, le maintien de l’expression de CERS3 dans les TNBC 
pourrait contribuer aux taux élevés de l’ensemble des SL en -C24:0 dans ce type de cancer 
(voir Figure 24). 
 
 
Figure 28 
Expression des gènes codant pour les céramide synthases. Expression de l’ARNm de CERS1-6 dans des 
tumeurs TNBC (blanc) et non TNBC (noir). L’expression relative est normalisée en log2 et un test de Welch a 
été réalisé pour comparer les 2 groupes entre eux. 
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A.4.3 Modifications de l’expression d’ARNm des enzymes de la famille des ELOVL 
dans les TNBC 
Les acyl-CoA peuvent avoir plusieurs origines, les acyl-CoA saturés proviennent 
majoritairement de la synthèse endogène des acides gras. L’élongation des acides gras pour 
passer au-delà du C16:0 requiert l’action des élongases, codées par les gènes ELOVL1-7. 
Nous n’observons pas de différence d’expression des élongases, codées par ELOVL2, 4 et 5, 
impliquées dans la métabolisation des acides gras insaturés dans les TNBC par rapport aux 
non TNBC (résultats non montrés). Ceci est en accord avec le fait que nous n’observons pas 
de différences dans les taux de SL insaturés entre les deux groupes. Nous avons aussi analysé 
l’expression des élongases impliquées dans la métabolisation des acides gras saturés 
(ELOVL1, 3, 6, 7). Tandis que l’expression d’ELOVL6 n’est pas différente entre les deux 
groupes de tumeurs, l’expression d’ELOVL1, 3 et 7 est plus importante dans les TNBC 
(Figure 29). Ces dernières élongases étant toutes les trois impliquées dans l’élogation des 
Acyl-CoA saturés de -C18:0 à -C24:0, la forte expression de ces élongases pourrait 
contribuer, en association avec les modifications des céramide synthases, à l’augmentation 
des SL en -C24:0 que nous avons observée dans les TNBC. 
 
Figure 29 
Expression des gènes des élongases 1, 3, 6, 7. Expression de l’ARNm d’ELOVL1, ELOVL3, ELOVL6 et 
ELOVL7 dans des tumeurs TNBC (blanc) et non TNBC (noir). L’expression relative est normalisée en log2 et un 
test de Welch a été réalisé pour comparer les 2 groupes entre eux. A droite, rôle des élongases dans la synthèse 
des chaînes des acides gras libres. 
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A.5 Conclusion de la signature sphingolipidique dans les cancers du sein 
Nous avons identifié plusieurs voies du métabolisme des sphingolipides qui présentent 
des différences entre les tumeurs de type TNBC et les autres tumeurs. La différence la plus 
notable est l’orientation du métabolisme des SL vers l’accumulation préférentielle de SL en -
C24:0 et la baisse relative de la proportion de SL en -C16:0 dans les TNBC. Ces 
modifications du métabolisme sphingolipidique pourrait constituer un biomarqueur potentiel 
des TNBC. 
En accord avec nos observations, nous avons identifié dans BC-geneExminer des 
modifications d’expression des gènes codant pour les céramide synthases et les élongases 
pouvant expliquer l’accumulation préférentielle de SL en -C24:0 dans les TNBC. Des 
expériences complémentaires sur des lignées cellulaires de cancer mammaire permettront 
dans un futur proche d’évaluer le rôle de ces différentes enzymes dans l’accumulation des SL 
en -C24 :0 dans les TNBC. 
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B. Infiltrat de lymphocytes dans le cancer du sein 
La deuxième partie de ma thèse consistait à analyser l’infiltrat de lymphocytes dans 
les tumeurs mammaires et de faire le lien avec le métabolisme des sphingolipides. Nous 
avions comme hypothèse que les sphingolipides, et plus particulièrement la S1P, pouvait 
réguler l’infiltration des certaines sous populations de lymphocytes T dans les tumeurs. Nous 
nous sommes plus particulièrement intéressés à l’infiltrat des lymphocytes T dont la migration 
et la différenciation peuvent être influencées par des métabolites sphingolipidiques. 
 
B.1 Stratégie d’analyse 
Nous avons utilisé 2 panels d’anticorps pour analyser différentes sous populations de 
lymphocytes par cytométrie en flux. Le premier panel a été défini pour étudier les 
lymphocytes T CD8
+
 naïfs (CD45RO
-
CCR7
+
), centraux mémoires (CM) (CD45RO
+
CCR7
+
), 
les effecteurs mémoires (EM) (CD45RO
+
CCR7
-
), et les effecteurs mémoires RA (EMRA) 
(CD45RO
-
CCR7
-
) (Voir Annexe 4). Le deuxième panel nous a permis surtout d’analyser les 
populations de lymphocytes T CD4. Nous avons utilisé le marqueur CD45RA pour éliminer 
la population de lymphocyte T CD4 naïfs. Puis nous avons analysé les lymphocytes T 
régulateurs (CCR6
-
FoxP3
+
), les lymphocytes Th2 (CCR4
+
CXCR3
-
CCR6
-
FoxP3
-
), les 
lymphocytes Th1 (CXCR3
+
CCR4
-
CCR6
-
FoxP3
-
), les lymphocytes Th17 
(CCR6
+
CCR4
+
CXCR3
-
), les Th17 régulateurs (CCR6
+
CCR4
+
CXCR3
-
FoxP3
+
) et enfin les 
Th1/17 (CCR6
+
CCR4
+
CXCR3
+
) (Acosta-Rodriguez et al., 2007 ; Thibaudin et al., 2016) 
(Voir Annexe 4). 
Les pourcentages obtenus de chaque sous population ont été analysés par rapport aux 
lymphocytes T CD3
+
. 
 
B.2 Infiltrat lymphocytaire par type de cancer 
Nous avons regardé si la répartition des sous populations de lymphocytes était 
différente en fonction des groupes de tumeurs. Bien que le nombre de cellules immunitaires 
receuillis soit plus important pour les tumeurs de types TNBC, nous n’avons pas observé de 
différence significative entre les différents groupes de tumeurs pour les lymphocytes CD4
+
, 
CD8
+
. Les CD4
+
 sont en général un peu plus représentés que les CD8
+
, même si dans 
certaines tumeurs, nous observons plus de CD8
+
 que de CD4
+ 
(Figure 30). Parmi les CD4
+
, 
les Th1 sont plus représentés dans les tumeurs RH+HER2- que dans les 2 autres groupes de 
tumeurs. Il n’y a pas de différence pour les Th2, les Treg, les Th17 et les Th1/17 ni pour les 
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Th17 FoxP3
+
 (Figure 31). Parmi les lymphocytes T CD8
+
, il y a plus de lymphocytes T CD8
+
 
centraux mémoires dans les RH+HER2- que les TNBC (Figure 32). Au final, la qualité de 
l’infiltrat lymphocytaire T ne varie pas beaucoup entre les différents groupes de tumeurs, ce 
qui suggère que le type de population lymphocytaire infiltrant la tumeur n’est pas 
intrinsèquement lié au type de tumeur. 
 
Figure 30 
Pourcentage de Lymphocytes T CD4
+
 et CD8
+
 parmi les lymphocytes T CD3
+
.  Un test de Kruskal-Wallis a 
été réalisé pour comparer les 3 groupes de tumeurs entre eux (en haut à droite de chaque graphique). 
Figure 31 
Pourcentage de Lymphocytes Th1, Th1/17, Th2, Th17, Treg et Th17 FoxP3
+
 parmi les lymphocytes T 
CD3
+
. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour comparer les 3 groupes de tumeurs entre eux (en haut à droite 
de chaque graphique). Un test de Mann-Whitney corrigé par la méthode de Bonferrroni a été réalisé pour 
comparer les différents groupes de tumeurs en cas de p value inférieure à 0,05 pour le test de Kruskal-Wallis. p-
value : *<0,05 
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Figure 32 
Pourcentage de Lymphocytes T CD8
+
 Naïfs, centraux mémoires, effecteur mémoires et effecteurs 
mémoires RO
-
. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour comparer les 3 groupes de tumeurs entre eux (en 
haut à droite de chaque graphique). Un test de Mann-Whitney corrigé par la méthode de Bonferrroni a été réalisé 
pour comparer les différents groupes de tumeurs en cas de p value inférieure à 0,05 pour le test de Kruskal-
Wallis. p-value : *<0,05 ; **<0,01 ; ***<0,001 ;****<0,0001. 
 
B.3 Corrélation entre l’infiltrat de lymphocytes et les sphingolipides. 
Afin d’évaluer l’influence potentielle du métabolisme des sphingolipides sur la 
réponse immunitaire dans les différents types de cancer du sein, nous avons analysé si 
l’infiltration de sous-populations lymphocytaires était associée à une signature 
sphingolipidique dans les tumeurs mammaires. Dans un premier temps, nous avons analysé 
les corrélations existantes entre les sous-populations lymphocytaires et les lipides totaux 
dosés. Nous observons dans les TNBC, mais pas dans les deux autres groupes de tumeur, que 
le C16:0-Cer est inversement corrélé aux lymphocytes T CD4
+
 et aux Treg. A l’opposé, le 
C16:0-Cer est positivement corrélé aux lymphocytes T CD8
+
 et aux TEM CD8
+
 (Tableau 3 et 
Figure 33). De plus, nous observons une corrélation positive du C24:0-Cer avec les 
lymphocytes T CD8
+
 et les TEM  CD8
+
dans les TNBC mais pas les autres tumeurs (Tableau 
4). Ces résultats suggèrent que dans les tumeurs TNBC, une augmentation du taux de C16:0-
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Cer et de C24:0-Cer est associée à une orientation de la réponse immunitaire vers une réponse 
cytotoxique et à une diminution de la réponse immunitaire régulatrice.  
Etant donné l’influence de la S1P sur la migration et la différenciation des 
lymphocytes, nous avons ensuite analysé l’existence de corrélation entre les lymphocytes et 
les dosages de S1P. Nous n’avons pas observé de corrélation entre les dosages de S1P et les 
sous-populations lymphocytaires dans les tumeurs HER2+. Dans les tumeurs RH+HER2-, la 
S1P est positivement corrélée avec les Th17 et négativement avec les Th1. La S1P étant 
connue pour favoriser la différenciation des Th17 (Barra et al., 2018), elle pourrait être 
impliquée dans le maintien des Th17 dans ce type de tumeur. Dans les TNBC, la S1P est 
négativement corrélée avec les CD4
+
 et il y a une tendance à la corrélation positive avec les 
lymphocytes T CD8
+
 (Tableau 5).  
 
 
  
Tableau 3 
C16:0-céramide 
Population T RH+HER2- HER2+ TNBC 
 r p value r p value r p value 
CD4+ 0,1798 0,4116 -0,2797 0,3789 -0,6993 0,0142 
Th17 0,2037 0,3513 0,2378 0,4573 -0,3427 0,2762 
Th17/FoxP3+ 0,3468 0,1049 0,3287 0,2973 -0,2098 0,5137 
Th2 -0,001483 0,9946 -0,4615 0,134 -0,3566 0,256 
Treg FoxP3+ 0,1903 0,3845 0,2867 0,3663 -0,627 0,0325 
Th1 -0,2333 0,2841 0,3427 0,2762 -0,2098 0,5137 
Th1/17 0,009884 0,9643 0,6561 0,0236 -0,1579 0,6221 
CD8+ -0,2105 0,3351 0,3706 0,2367 0,7622 0,0055 
CD8 EM -0,1403 0,5231 0,1049 0,7493 0,6923 0,0155 
CD8 CM 0,251 0,248 0,4825 0,1154 0,2837 0,369 
CD8 EMRA -0,3328 0,1207 -0,09091 0,783 0,1366 0,6708 
CD8 naïfs -0,2989 0,1659 0,3888 0,2111 -0,4877 0,1099 
Tableau récapitulatif des corrélations de Spearman entre les dosages de C16:0-céramide et les paramètres 
immunitaires mesurés par cytométrie en flux. 
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Figure 33 
Graphique représentant les corrélations entre le taux de C16:0-céramide et le pourcentage de lymphocytes 
T CD4
+
, Treg FoxP3
+
, T CD8
+
 et TEM CD8
+
 dans les TNBC. 
 
 
Tableau 4 
C24:0-céramide 
Population T RH+HER2- HER2+ TNBC 
 r p value r p value r p value 
CD4+ 0,3656 0,0862 -0,2028 0,528 -0,3287 0,2973 
Th17 0,2714 0,2104 0,2797 0,3789 0,3147 0,3194 
Th17/FoxP3+ 0,1215 0,5806 -0,02797 0,9388 0,3077 0,331 
Th2 0,2902 0,1792 0,4196 0,1767 0,3566 0,256 
Treg FoxP3+ 0,2931 0,1748 -0,2657 0,4042 -0,0035 0,9961 
Th1 -0,1468 0,5039 -0,1748 0,5881 -0,1678 0,6039 
Th1/17 -0,1626 0,4586 -0,01411 0,9687 -0,0667 0,8381 
CD8+ -0,3814 0,0725 0,3287 0,2973 0,6224 0,0347 
CD8 EM -0,3172 0,1403 0,3077 0,331 0,6014 0,0428 
CD8 CM 0,2747 0,2046 -0,06294 0,8515 0,1541 0,6302 
CD8 EMRA -0,2616 0,2279 0,2867 0,3663 0,2522 0,4256 
CD8 naïfs -0,1232 0,5753 0,3398 0,2783 0,0954 0,7681 
Tableau récapitulatif des corrélations de Spearman entre les dosages de C24:0-Céramide et les paramètres 
immunitaires mesurés par cytométrie en flux. 
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Tableau 5 
S1P 
Population T RH+HER2- HER2+ TNBC 
 r p value r p value r p value 
CD4+ -0,01908 0,9312 -0,1678 0,6022 -0,5806 0,0477 
Th17 0,5977 0,0026 0,1071 0,7404 -0,2849 0,3695 
Th17/FoxP3+ 0,2432 0,2635 0,2707 0,3949 -0,1556 0,6291 
Th2 0,2756 0,2031 -0,1758 0,5848 -0,4955 0,1014 
Treg FoxP3+ 0,1281 0,5602 0,05369 0,8684 -0,3349 0,2872 
Th1 -0,4703 0,0235 -0,0343 0,9156 -0,1227 0,7041 
Th1/17 -0,06669 0,7624 0,07279 0,8221 0,0954 0,768 
CD8+ 0,03319 0,8805 0,3482 0,2674 0,5219 0,0818 
CD8 EM -0,02726 0,9017 0,3991 0,1988 0,3867 0,2143 
CD8 CM 0,1796 0,4121 
-
0,04012 
0,9015 0,3491 0,266 
CD8 EMRA -0,1092 0,6199 -0,2169 0,4983 0,4579 0,1344 
CD8 naïfs 0,1138 0,605 -0,2185 0,4951 -0,3927 0,2067 
Tableau récapitulatif des corrélations de Spearman entre les dosages de S1P et les paramètres immunitaires 
mesurés par cytométrie en flux. 
 
B.4 Topologie de l’infiltrat lymphocytaire CD8+ 
Nous avons, en parallèle de l’analyse par cytométrie en flux, examiné l’infiltrat de TIL 
CD8
+
 par IHC sur les coupes de tumeurs, afin d’évaluer (i) la topologie de l’infiltration des 
lymphocytes T CD8
+
 dans les tumeurs et (ii) l’influence potentielle des sphingolipides sur 
cette topologie. 
Nous avons réalisé une étude globale sur l’ensemble des tumeurs mammaires en 
formant deux groupes selon le degré d’infiltration des lymphocytes T CD8+ intratumoraux. La 
proportion de TILs CD8
+
 est variable avec une médiane de 40%. Ainsi, nous avons défini un 
groupe de tumeur avec une faible infiltration de TILs CD8+ (inférieur à la médiane ; n=15 
tumeurs) et un groupe avec une forte infiltration de TILs (supérieur ou égale à la médiane ; 
n=39).  
Tandis que les taux de C16:0-Cer sont identiques dans les deux groupes de tumeur, les 
taux de C24:0-Cer et de S1P dans les tumeurs sont plus élevés dans le groupe faiblement 
infiltré par les TIL CD8
+ 
(Figure 34). Il est à noter que nous observons un taux plus élevé 
d’autres espèces de SL en -C24:0, comme le C24:0-dhCer et la C24:0-dhSM (résultats non 
montrés). Ces résultats suggèrent que la topologie d’infiltration des TIL CD8+ dans la tumeur 
pourrait être négativement influencée par certains métabolites sphingolipidiques comme la 
S1P et le C24:0-Cer. A l’inverse, d’autres espèces sphingolipidiques comme le C16:0-Cer ne 
semble pas influencer cette topologie  (Figure 34). 
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Figure 34 
Taux de S1P, de C16:0-céramide et de C24:0-céramide en fonction de la topologie d’infiltration 
intratumorale des lymphocytes T CD8
+
. Les taux de C16:0-céramide (figure de gauche), de C24:0-céramide 
(figure du milieu) et de S1P (figure de droite) sont représentés pour les 2 groupes de tumeurs, faiblement (CD8 
intraMédiane) ou fortement (CD8 intraMédiane) infiltrées par les lymphocytes T CD8+. Un test de Mann-
Whitney a été réalisé. p-value : *<0,05. 
 
Figure 35 
Marquage des TIL CD8
+
 en IHC. Deux exemples d’immunomarquages avec un marquage des TIL CD8+ au 
niveau adjacent et intratumoral (x20). 
 
B.5 Diminution de l’expression des S1PR après activation lymphocytaire 
Compte tenu du rôle de la S1P dans la migration des lymphocytes T via la stimulation 
des S1PRs, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle l’activation des lymphocytes T CD8+ 
pourrait réguler sélectivement l’expression des S1PRs et ainsi affecter la topologie 
d’infiltration. Nous avons utilisé des lymphocytes T, triés à partir d’un concentré 
leucoplaquettaire de donneuses saines, que nous avons mis en culture et stimulés avec un anti-
CD3/CD28 pendant différents temps (de 1, 2 et 6 jours). Nous avons ainsi pu noter, dès le 
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premier jour suivant l’engagement du TCR et du CD28, et de manière soutenue dans le temps 
(données non montrées), l’expression des transcrits codant S1PR1, S1PR4 et S1PR5 est 
fortement diminuée. A l’opposé, l’expression des transcrits codant S1PR2 reste constante dans 
nos conditions expérimentales (Figure 36). Il est à noter que l’expression du transcrit codant 
S1PR3 n’est pas détéctable. Bien que préliminaires, ces résultats suggèrent qu’après activation 
des lymphocytes T CD8
+
 au contact d’une cellule présentatrice d’antigène, les lymphocytes 
perdent l’expression des récepteurs à la S1P promigratoires et que, l’expression maintenue de 
S1P2, décrit comme inhibant la migration cellulaire (Drouillard et al., 2018), bloque les 
lymphocytes T CD8
+ à l’extérieur de la tumeur en cas de concentration intratumorale élevée 
de S1P. 
 
 
Figure 36 
Expression de l’ARNm codant les récepteurs de la S1P après stimulation du TCR et de CD28. Les 
lymphocytes T triés ont été stimulés par un anti-CD3/CD28. L’expression d’ARNm codant pour S1PR1, S1PR2, 
S1PR4 et S1PR5 a été mesurée à J0 sans stimulation puis à J1 après stimulation. L’expression des S1PR est 
rapportée à l’expression de la GAPDH comme gène de référence puis comparé au temps J0 pour l’index 
d’expresion (n=3 donneuses). 
 
 
B.6 Conclusion de la partie sphingolipides et réponse immunitaire 
Bien que les tumeurs TNBC et HER2+ soient plus infiltrées que les tumeurs 
RH+HER2-, nous n’avons pas observé de différences majeures entre les types de cancers du 
sein dans les proportions des sous-populations lymphocytaires infiltrant la tumeur.  
De manière remarquable, nous avons pu mettre en évidence pour la première fois une 
corrélation positive entre les taux de certains céramides et une réponse cytotoxique dans les 
tumeurs TNBC. Cette observation n’est toutefois pas généralisable à tous les types de cancers 
mammaires. De plus, nous avons observé qu’un taux élevé de S1P dans les biopsies de 
tumeurs mammaires est associé à une faible infiltration intratumorale par les lymphocytes T 
CD8+ évaluée par IHC. Nous avons aussi observé que, consécutivement à l’activation de 
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lymphocytes T CD8
+
 purifiés, l’expression d’ARNm codant les récepteurs S1P1, S1P4 et 
S1P5, mais pas S1P2, est diminuée par rapport à des lymphocytes non stimulés. 
L’ensemble de nos observations nous ammènent à proposer un modèle dans lequel les 
lymphocytes activés sont bloqués à l’extérieur de la tumeur par S1P2 en cas d’une forte 
production de S1P dans les tumeurs (Figure 37). Toutefois, ce modèle hypothétique reste à 
valider par des approches pharmacologiques ou génétiques ciblant le S1P2 dans des modèles 
murins de cancer du sein. 
 
 
 
Figure 37 
Blocage de l’infiltration des TIL CD8+ par la S1P produite par les tumeurs mammaires. A gauche, une 
tumeur qui produit peu de S1P, les lymphocytes T CD8
+
 peuvent rentrer à l’intérieur des tumeurs et exercer leur 
activité cytotoxique. A droite, une tumeur qui produit beaucoup de S1P, les lymphocytes T CD8
+
 sont bloqués à 
l’extérieur des tumeurs et ont une activité cytotoxique limitée à la bordure tumorale. L’effet du C16:0-céramide 
sur le recrutement des TIL CD8
+
 et sur l’inhibition du recrutement des Tregs dans la tumeur passe par un effet 
inconnu. 
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DISCUSSION 
A. Première partie 
Nous avons montré que les taux de sphingolipides étaient plus élevés dans les tumeurs 
que dans du tissu sain prélevé à distance des tumeurs. Ces résultats sont en accord avec ceux 
obtenus par l’équipe de K. Takabe. Dans une première étude, ils avaient montré qu’il y avait 
plus de sphingolipides simples (S1P, Sphingosine, sphinganine, sphinganine-1-phosphate) et 
de sphingolipides complexes (Hexosylcéramide, SM, Céramide) dans du tissus sain que du 
tissu cancéreux (Nagahashi et al., 2016). Nous avons dosé dans notre étude le dhCer qui 
n’avait pas été dosé par Nagahashi et al. et pour lequel nous ne retrouvons pas de différence 
entre du tissu sain et tumoral. Toutefois, dans une étude plus récente, la même équipe a 
montré que le taux de dhCer était augmenté dans du tissu tumoral par rapport à du tissu sain. 
Les mêmes auteurs ont aussi montré que le taux de céramide peut servir de biomarqueur des 
cancers du sein en discriminant le tissu tumoral du tissu sain ou du tissu péritumoral (Moro et 
al., 2018). Pour expliquer ces différences, les auteurs ont analysé l’expression d’ARNm de la 
plupart des enzymes du métabolisme des SL dans la base de données de la cohorte TCGA. 
D’après ces analyses, les 2 seules enzymes moins exprimées dans le cancer du sein que dans 
du tissu sain sont CERK et CERS3. Il semble peu probable que la diminution de l’expression 
de ces deux enzymes dans le cancer du sein soit responsable de l’augmentation des taux de 
SL. Une mesure de l’activité enzymatique dans les tissus sains et cancéreux seraient plus 
appropriées pour déterminer les bases moléculaires à l’origine de l’augmentation des SL dans 
les cancers mammaires. 
Il n’existe pas actuellement d’étude comparative des taux de SL entre les différents 
sous-types histologiques de tumeurs mammaires. Cependant plusieurs études ont mis en 
évidence des niveaux d’expression différents de gènes codant pour des enzymes du 
métabolisme des SL en fonction de certains sous-types de tumeurs. Ainsi, l’expression 
d’ARNm codant pour SPHK1 est plus élevée dans les tumeurs « basal-like », et donc a fortiori 
dans les TNBC, que dans les autres cancers du sein (Datta et al., 2014). Cette augmentation 
d’expression devrait entrainer une augmentation de la production de S1P dans les TNBC. 
Toutefois, nous n’avons pas observé de taux plus élevés de S1P dans les TNBC en 
comparaison aux autres sous-types histologiques de cancers du sein. 
Parmi les autres enzymes du métabolisme des SL dont l’expression est différente en 
fonction des groupes de cancers, nous avons aussi remarqué que l’expression d’UGCG est 
plus elevée dans les cancers non TNBC. L’expression d’UGCG avait déjà été montrée comme 
101 
 
plus importante dans les cancers du sein ER+ (Ruckhaberle et al., 2008). Une autre étude en 
IHC avait noté que l’expression de la GCS était plus souvent positive dans les tumeurs de 
type luminal A (Liu et al., 2014). Toutefois, nous n’avons pas observé de taux du 
monohexosylcéramide plus elevé dans les cancers RH+HER2-. Nous avons cependant 
observé qu’il existait une forte corrélation entre les taux de céramide et d’HexCer dans les 
tumeurs RH+HER2-. Il est possible que le GlcCer (en théorie l’hexosylcéramide majoritaire) 
soit rapidement métabolisé en glycosphingolipides complexes, incluant les gangliosides (non 
dosés dans notre étude), dans les tumeurs RH+. Ainsi, nos observations sont en faveur d’une 
orientation du métabolisme du céramide vers les glycosphingolipides et les gangliosides dans 
les tumeurs RH+. 
Les tumeurs TNBC ont également une augmentation de l’expression d’UGT8, 
l’enzyme qui réalise la synthèse du GalCer (Ruckhaberle et al., 2008). Il n’est pas possible de 
faire facilement la différence entre le GlcCer et le GalCer par spectrométrie de masse puisque 
le glucose et le galactose ne diffèrent que par leur stéréochimie mais pas par leur masse 
moléculaire. Des approches ont été développées récemment mais que nous n’avons pas pu 
utiliser dans notre étude (Boutin et al., 2016 ; von Gerichten et al., 2017). En général, il y a 
plus de GlcCer que de GalCer dans les tissus sauf pour les reins, les ganglions lymphatiques 
et le cerveau (von Gerichten et al., 2017). Il n’existe pas d’étude à l’heure actuelle ayant 
analysé la proportion de GlcCer et de GalCer dans les différents cancers du sein. Ces 
approches seraient intéressantes pour pouvoir confirmer l’hypothèse de l’orientation 
préférentielle du métabolisme du céramide vers le GlcCer dans les tumeurs RH+ et, 
potentiellement, vers le GalCer dans les tumeurs TNBC. 
Une autre étude s’est intéressée aux taux de céramide et montre que les taux élevés de 
céramide en -C16:0 et -C24:0 sont responsables de l’augmentation du taux de céramide dans 
les cancers du sein (Schiffmann et al., 2009). Dans cette étude, la cause de l’augmentation du 
taux de céramide en -C16:0 et -C24:0  était reliée à l’augmentation de l’expression de CERS2, 
CERS4 et CERS6 dans les cancers du sein par rapport à du tissu sain. CERS2 peut utiliser des 
acyl-CoA en -C24 et CERS4 en -C18 à -C22. CERS6 utilise surtout des acyl-CoA en -C16. 
Dans l’étude de Moro et al., on peut voir que les céramides synthases les plus exprimées sont 
dans l’ordre, CERS2, CERS6, CERS4 et CERS5. CERS1 et CERS3 sont beaucoup moins 
exprimées que les autres céramide synthases. En partant du principe que CERS2 est la 
céramide synthase la plus exprimée (Levy et Futerman, 2010), on peut comprendre ces 
observations pour le céramide en -C24:0. L’augmentation d’expression de CERS6 et CERS5 
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qui sont moins ubiquitairement et moins fortement exprimées que CERS2, peut expliquer 
l’augmentation des céramides en -C16:0.  
Dans notre étude, nous avons non seulement comparé le taux des SL par rapport à des 
échantillons de tissu sain mais nous avons aussi comparé ces taux dans différents groupes de 
cancers entre eux. Nous n’avons pas observé de différence entre les dosages de SL totaux 
parmi les différents groupes de tumeurs à l’exception d’une augmentation des taux de S1P 
dans les cancers RH+ par rapport aux HER2+ et des taux d’hexCer dans les TNBC par 
rapport aux HER2+. Pour la première fois, nous avons identifié que le taux de SL complexes 
en -C24:0 est plus important dans les cancers du sein TNBC par rapport aux autres cancers. 
Une des hypothèses pour expliquer ces différences pourrait venir d’une différence dans 
l’utilisation des Acyl-CoA par les céramide synthases.  
Une étude a déjà montré une augmentation de l’expression de CERS4 et CERS6 dans 
les cancers ER+ par rapport aux ER- (Ruckhaberle et al., 2008). La même équipe a montré 
que les dosages des céramides en -C18:0 et -C20:0 étaient plus elevés dans les cancers ER+ 
par rapport aux cancers ER- (Schiffmann et al., 2009). Ces observations peuvent concorder 
car CERS4 utilise des acyl-CoA en -C18:0 et -C20:0. Il est toutefois étonnant que, malgré 
l’augmentation d’expression de CERS6 dans les tumeurs ER+, il n’y a pas de différence pour 
le dosage du C16:0-cer entre les tumeurs ER+ et ER-. Dans l’étude de Schiffmann et al., il n’y 
a pas non plus d’augmentation du C24:0-Cer dans les cancers ER-. Dans notre méta-analyse, 
nous avons retrouvé une baisse de l’expression de CERS2, CERS4, CERS5 et CERS6, mais 
pas de différence de l’expression de CERS1 et CERS3, dans les cancers TNBC par rapport 
aux autres cancers. Ainsi, les céramide synthases les plus ubiquitaires sont aussi celles pour 
lesquelles l’expression est plus faible chez les TNBC. CERS1 a une expression forte presque 
exclusivement dans le cerveau mais sa baisse a été impliquée dans la physiopathologie de la 
prolifération des carcinomes non squameux de la tête et du cou (Koybasi et al., 2004). CERS3 
est surtout exprimée par les kératinocytes lors de leur maturation mais aussi dans les cellules 
germinales. CERS2 et CERS4 vont générer du dhCer et du Cer en -C18 à -C24. Puisque ces 
enzymes sont abaissées dans les TNBC, elles ne devraient pas contribuer de façon majeure à 
l’augmentation des C24:0-SL. Toutefois, il est possible que la baisse d’expression de CERS5 
et CERS6 soit plus importante que celle de CERS2 et CERS4, créant ainsi un déséquilibre vers 
l’accumulation des C24 :0-SL. L’expression de CERS3 n’est pas abaissée dans les TNBC et 
CERS3 peut aussi utiliser des Acyl-CoA en -C24:0 pour générer du C24:0-dhCer et du C24:0-
Cer. Cependant, l’expression de CERS3 dans les cancers du sein est vraissemblablement très 
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faible et le maintien de son expression dans les TNBC ne devrait contribuer qu’en partie à nos 
observations. Les tumeurs « basal-like » ou TNBC sont associées au phénomène de transition 
epithéliomésenchymateuse (EMT) (Sarrio et al., 2008). La diminution de l’expression de 
CERS6 a été reliée à l’EMT dans les cancers du sein et à une diminution de la production de 
C16:0-SL au profit des C24:0-SL (Edmond et al., 2015). Ainsi, tandis que la surexpression de 
CERS6 dans les lignées TNBC s’accompagne d’une augmentation du C16:0-Cer et d’une 
diminution de C24:0-Cer, l’interférence ARN de CERS6 dans des lignées non TNBC induit 
l’effet opposé. De plus, la diminution de CERS6 dans les lignées de TNBC contribue à 
l’augmentation de la fluidité membranaire et à la motilité de ces cellules (Edmond et al., 
2015). Ainsi, la diminution de l’expression de CERS6 pourrait jouer un rôle majeur dans 
l’augmentation des C24:0-SL que nous observons dans les TNBC. 
Il est également possible qu’il y ait des modifications post-traductionnelles régulant 
l’activité des céramide synthases. Les céramide synthases CERS2-6 peuvent être 
phosphorylées dans une région C-terminale et cette phosphorylation entraine une 
augmentation de l’activité enzymatique. Cette phosphorylation est très importante pour 
l’activité de CERS2 (Sassa et al., 2016). D’autres facteurs peuvent réguler l’activité des 
céramide synthases comme, les protéines ORMDL, qui diminuent la synthèse des 
sphingolipides par la voie de novo (Cai et al., 2016), et l’ACBP (« acyl-CoA binding 
protein »), qui augmente l’activité de CERS2 et CERS3 (Ferreira et al., 2017). 
Curieusement, nous avons identifié qu’il y avait une augmentation de l’expression 
d’ARNm codant pour les 3 élongases (ELOVL1, ELOVL3, ELOVL7) qui participent à 
l’élongation des acides gras libres saturés à partir de C18 dans les TNBC par rapport aux 
autres cancers. Il a été montré qu’ELOVL1 est l’élongase la plus importante pour la synthèse 
des SL en -C24:0 (Ohno et al., 2010). Il a également été montré récemment qu’il y a plus 
d’acide gras libres en -C24:0 et -C26:0 dans les tumeurs TNBC que dans les tumeurs RH+ 
(Yamashita et al., 2017). Dans cette même étude, l’expression d’ELOVL6 était plus forte dans 
les TNBC que les tumeurs RH+. Nous ne retrouvons pas exactement les mêmes résultats dans 
bc-GenExMiner mais les cohortes sont différentes. Il faut noter tout de même que 
l’expression d’ELOVL6 en IHC a été associée à un pronostic péjoratif dans une autre étude 
sur 70 tumeurs mammaires (Feng et al., 2016). Dans tous les cas, l’expression forte des 
élongases ainsi que la quantité et la longueur des différents Acyl-CoA disponibles pourraient 
expliquer aussi l’augmentation des C24:0-SL dans les TNBC. 
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Nous pourrions vérifier dans nos échantillons, le dosage des acides gras libres, 
l’expression des gènes des élongases, ou mesurer l’activité d’élongation pour étayer notre 
hypothèse. Il serait intéressant d’évaluer s’il existe une augmentation de l’expression 
d’ELOVL1, ELOVL3 et ELOVL7 dans les lignées de cancers triple négatifs par rapport à des 
lignées de cancers RH+. Des expériences d’interférence ARN ciblant les différentes isoformes 
de ces élongases dans des lignées de TNBC permettraient de déterminer quelle(s) élongase(s) 
contribu(ent) à l’accumulation des C24:0-SL et pourraient diminuer les capacités migratoires 
de ces cellules en modifiant notamment la composition sphingolipidique des membranes. A 
terme, une stratégie pharmacologique visant à inhiber les élongases identifiées pourrait être 
développée dans une perspective thérapeutique des TNBC. 
 
B. Deuxième partie 
 Nous avons essayé de mettre en évidence des liens entre la réponse immunitaire et les 
variations des SL dans les cancers du sein. Nous avons notamment mis en évidence que dans 
les cancers du sein de type TNBC, les taux de C16:0-Cer et C24:0-Cer étaient corrélés 
positivement à une proportion plus importante de l’infiltrat de TIL CD8+ et plus 
particulièrement des TEM CD8
+
 et négativement avec les Treg (mais pas les Th1, Th2 et les 
Th17).  
Il a été montré que des lymphocytes T CD4
+
 déficients pour CERS6 présentaient un 
contenu en C16:0-Cer était plus bas que chez des souris contrôles. Ils induisaient moins 
d’inflammation dans un modèle de colite chez la souris probabelment par un défaut de 
prolifération. Les lymphocytes T CD8+ n’avaient pas été étudiés dans ce contexte,  mais la 
déficience en CERS6 pourrait aussi affecter la prolifération de plusieurs types cellulaires 
(Scheffel et al., 2017). Dans un autre modèle d’allogreffe de moelle osseuse, il a été montré 
que l’expression de CERS6 dans des ly T contribuait à l’activation des lymphocytes T CD4+ 
et CD8
+
 et participait à la réaction du greffon contre l’hôte (GVH) (Sofi et al., 2017). Ces 2 
modèles ont majoritairement étudié l’effet de la déficience de CERS6 sur les fonctions des 
lymphocytes T directement. La production de C16:0-Cer est donc lié à une réponse 
lymphocytaire plus importante. Pourtant, dans un modèle de colite, indépendante des Ly T,  
induite par le sel sodique de dextran (DSS) la déficience de la souris en CERS6 augmente 
l’inflammation par une augmentation de la production de S1P et un recrutement accru des 
polynucléaires neutrophiles (Helke et al., 2018). Le céramide pourrait influencer 
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différemment les réactions immunitaires en fonctions des types de cancers par une interaction 
avec d’autres types cellulaires ou d’autres voies du métabolisme des sphingolipides. 
 L’injection de nanoliposomes contenant du C6-céramide chez des souris avec des 
tumeurs hépatiques a été utilisée pour renforcer la réponse immunitaire anti-tumorale. L’effet 
du nanoliposome repose sur un changement de polarisation des macrophages vers un 
phenotype M1, anti-tumoral, et une meilleure activation des lymphocytes T CD8
+
 spécifiques 
d’antigènes tumoraux en retour (Li et al., 2018). Il semble que la formulation du céramide soit 
importante pour qu’il puisse avoir un effet sur la réponse immunitaire. Par ailleurs, il a été 
montré que les ceramides de synthèse à chaines courtes -C6 et -C8 mais pas à chaines -C16 et 
-C24 pouvait faciliter le maintien de l’expression de FoxP3 dans des Tregs (Kue et al., 2013). 
Le C6-Cer est perméant, c’est-à-dire, qu’il peut facilement s’intégrer dans les membranes de 
cellules eucaryotes. Il est métabolisable en céramide naturel après dégradation par les 
céramidases en sphingosine qui est réultilisée comme substrat des céramide synthases par la 
voie de sauvetage des SL. Ainsi, il est possible que certains des effets du C6-Cer soit médiés 
par les céramides endogènes résultants de la métabolisation du C6-Cer. Cette métabolisation 
pourrait être différente dans les cellules normales et dans les divers types de cancer du sein du 
fait notamment des altérations de l’expression des céramides synthases et des élongases. Il a 
également été montré que le céramide produit par la SMase acide, dont l’activité etait induite 
par le TNF-α, pouvait être transformé en C1P par la céramide kinase, et augmenter la 
production de CCL5 et d’autres chimiokines proinflammatoires (Newcomb et al., 2018). Ce 
mécanisme pourrait aussi expliquer pourquoi le céramide participe à la présence de TIL CD8
+
 
dans les TNBC. Il faudrait que nous analysions la quantité d’ARNm produit par les cellules 
tumorales en fonction du taux de céramide ou de C16:0-Cer pour étayer cette hypothèse 
 Récemment, l’utilisation d’une chimiothérapie (avec utilisation d’anthracyclines) en 
combinaison avec un anti-PD-1 a montré une réponse globale de 90% chez les premiers 
patients avec un cancer TNBC dans l’étude KEYNOTE 173 (Schmid et al., 2017). L’étude 
KEYNOTE-522 qui prévoit de comparer dans une étude de phase 3 l’efficacité d’une 
chimiothérapie avec un anti-PD-1 par rapport à une chimiothérapie seule devrait débuter 
prochainement (Schmid et al., 2018). Dans tous les cas, le rationnel de ce type de stratégie 
thérapeutique repose sur l’utilisation de chimiothérapie pour induire une réponse immunitaire 
et des ICI pour pallier à l’immunosuppression induite dans le microenvironnement des 
cancers du sein (Vonderheide et al., 2017). Etant donné que les anthracyclines augmentent les 
taux de céramide dans les cellules cancéreuses, il serait intéressant de pouvoir analyser dans 
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une cohorte de patients traités par immunothérapie si la génération de céramide par les 
anthracyclines est un biomarqueur prédicitif de l’efficacité des immunothérapies. De plus, il 
existe des voies de métabolisation du céramide vers les glucosylcéramides ou la S1P qui 
contribuent à la résistance à la cytotoxicité induite par la doxorubicine (Lucci et al., 1999 ; 
Katsuta et al., 2017). Ainsi, en considérant que le céramide augmente l’immunogénicité des 
tumeurs par des mécanismes encore méconnus, ces voies de métabolisation du céramide 
pourraient aussi contribuer à des mécanismes d’immunoéchappement et de résistance aux ICI 
en combinaison avec les anthracyclines. Des travaux encore non publiés de mon équipe 
d’accueil montrent que la surexpression de la sphingomyélinase neutre 2, une enzyme 
permettant d’augmenter les taux de C16:0-Cer et dont l’expression est augmentée par les 
anthracyclines (Shamseddine et al., 2015), sensibilise les 4T1, une lignée muine de TNBC, 
aux anti-PD-1. De manière intéressante, nous montrons une corrélation entre l’expression de 
SMPD3, le gène codant pour la sphingomyélinase neutre 2, et l’expression des gènes reflétant 
l'infiltration intratumorale des lymphocytes T CD8 comme CD8A et CD8B dans les TNBC. 
Prochainement, nous évaluerons l’impact de la surexpression de la sphingomyélinase neutre 2 
dans les lignées 4T1 sur les TILs et les mécanismes permettant d’augmenter 
l’immunogénicité des TNBC. 
La S1P et ses récepteurs jouent un rôle majeur dans la circulation et la différenciation 
des lymphocytes (Garris et al., 2014). Notre équipe a montré dans des modèles pré-cliniques 
de mélanome que la production de S1P via la Sphk1 par les cellules de mélanomes influence 
la polarisation des macrophages vers un phénotype M2, protumoral, en favorisant la 
production de TGF-β et diminue de ce fait la réponse immunitaire adaptative dans les tumeurs 
(Mrad et al., 2016). Des résultats récents montrent que l’inhibition épigénétique ou 
pharmacologique de la Sphk1 permet d’augmenter l’infiltration et l’activation des T CD8 
dans la tumeur et la sensibilité aux ICI (anti-PD-1, anti-CTLA-4) (Imbert et al., en révision). 
Nous avons mis en évidence que l’inhibition de SK1 entraîne une diminution de l’expression 
de plusieurs facteurs immunosuppressifs comprenant PGE2, TGF-β, IL-10, CCL-22 et CCL-
17 et par conséquent l’accumulation des Treg dans la tumeur chez la souris. Ainsi, ces 2 
études positionnent l’axe Sphk1/S1P comme un élément essentiel des interactions entre le 
microenvironnement et les cellules tumorales dans la réponse immunitaire anti-tumorale.  
Ces résultats sont en accord avec une autre étude qui a montré le rôle de la voie S1P/ 
S1P1 sur les Treg intratumoraux dans un modèle de tumeur mammaire EO771 chez la souris. 
Ainsi, les auteurs ont montré que chez des souris avec des lymphocytes T déficients pour le 
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récépteur S1P1 (S1pr1
-/-
), les Treg sont séquestrés dans les ganglions drainant la tumeur et 
moins présents à l’intérieur de la tumeur par rapport aux souris S1pr1+/+. A l’inverse, la 
surexpression de S1pr1 dans les lymphocytes T entraine une accumulation de Treg et une 
baisse des lymphocytes T CD8
+
 dans les tumeurs via un mécanisme dépendant de STAT3. 
Les auteurs n’ont toutefois pas réussi à montrer que la S1P induit la migration des Treg, ce 
qui ne permet pas d’impliquer avec certitude l’axe S1P/S1PR1 dans la migration des Treg 
dans la tumeur (Priceman et al., 2014). Une autre étude montre également que des Treg issus 
de la moelle osseuse de patientes atteintes de cancer du sein expriment le recepteur S1P1. 
Après une stimulation par le TCR et en présence d’APC, ces Treg augmentent l’expression de 
S1P1 et migrent en réponse à la S1P (Rathinasamy et al., 2017). Bien que la S1P en agissant 
sur S1P1 semble impliquée dans l’infiltration des Treg, nos données ne permettent pas 
d’impliquer la S1P dans le recrutement des Treg dans des tumeurs de cancers du sein 
humaines. Cependant, nous avons uniquement réalisé des corrélations et pas d’étude 
mécanistique. A l’heure actuelle, il n’existe pas de données permettant de savoir si les Treg 
expriment, ou non, S1P1 et si ce récepteur est impliqué dans le recrutement des Treg dans des 
tumeurs humaines. En revanche, nous avons observé que dans les tumeurs TNBC qui 
produisent en théorie le plus de S1P, les TIL CD8
+
 étaient plus nombreux. L’augmentation de 
la néoangiogénèse causée par la S1P (Nagahashi et al., 2012) pourrait aussi favoriser l’arrivée 
des TILs CD8
+
 au niveau tumoral ainsi que d’autres populations immunitaires. Il est possible 
également que les TIL CD8
+
 soient recrutés par la S1P via l’engagement du récepteur S1P1. 
A l’heure actuelle, certaines études sont en faveur d’un rôle pronostic positif d’une 
forte infiltration intratumorale des TIL et non seulement de l’infiltration stromale. La valeur 
pronostic varie selon les études mais est plus souvent retrouvé positive dans les TNBC (Loi et 
al., 2013 ; Dieci et al., 2015), mais parfois aussi dans les tumeurs RH+ (Eryilmaz et al., 2018 ; 
Khoury et al., 2018). Nous avons identifié que les taux de S1P étaient plus bas entre des 
tumeurs avec une forte infiltration de TIL CD8
+
 intratumoraux par rapport aux tumeurs avec 
une faible infiltration de TIL CD8
+
 intratumoraux.  
Nous avons aussi montré in vitro que dans des lymphocytes T activés, l’expression du 
récepteur S1PR2 n’était pas diminuée après une stimulation par le TCR, contrairement à celle 
de S1PR1, S1PR4 et S1PR5. Nos résultats n’ont été obtenus qu’avec 3 donneuses, ce qui ne 
nous a pas permis d’obtenir une différence statistiquement significative mais il est fort 
probable qu’en répétant cette expérience, nos observations soient confirmées. Les populations 
de lymphocytes T mémoires, qui expriment S1PR2 mais pas S1PR1, ont une migration 
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inhibée par la S1P. Il est possible de rétablir la migration des lymphocytes T en réponse à la 
S1P en bloquant le récépteur S1P2 par un antagoniste pharmacologique, le JTE-013. De plus, 
les auteurs ont montré que le récepteur S1P2 pouvait inhiber la migration des lymphocytes T 
en réponse à la chimiokine CXCL12 (Drouillard et al., 2018). Ainsi, il est possible que nos 
observations sur le blocage des lymphocytes T CD8
+
 à l’extérieur des tumeurs soient liées à 
l’expression de S1P2 par les TIL activés. La signalisation S1P/S1P2 pourrait inhiber la 
migration des TIL CD8
+
 en réponse à CXCL9 et CXCL10. Afin de confirmer l’hypothèse du 
blocage des TIL à l’extérieur de la tumeur par la S1P, il serait intéressant de réaliser des tests 
de migration lymphocytaire en chambre de Boyden avec des TIL extrait de tumeurs et 
d’utiliser un antagoniste de S1P2 pour voir si la migration des TIL en réponse à une 
chimiokine est augmentée. La chimiothérapie est connue pour augmenter l’infiltrat des 
lymphocytes intratumoraux (Dieci et al., 2015). Il serait intéressant d’utiliser un antagoniste 
de S1P2 pour pouvoir augmenter l’infiltration intratumorale des lymphocytes T CD8 dans ce 
contexte. 
Une limite de notre étude est d’avoir réalisé le dosage de S1P dans la totalité de la 
tumeur. La S1P produite par SK1 est majoritairement celle qui va être exportée à l’extérieur 
des cellules. Il a été montré que la glande mammaire de souris déficientes pour Sphk1 ne 
présente pas moins de S1P que les souris sauvages. Par contre, il y’a moins de S1P dans le 
sang et dans le liquide interstitiel de la glande mammaire de ces souris Sphk1
-/-
 (Nagahashi et 
al., 2016). Il serait intéressant de vérifier dans nos échantillons s’il existe une corrélation entre 
le niveau d’expression protéique de SK1 ou du transcrit de SPHK1 avec les dosages de S1P 
réalisés. S’il n’y a pas de corrélation avec la S1P, il faudrait vérifier si le niveau d’expression 
de la protéine SK1, ou son activité enzymatique, corrèle avec l’infiltration d’une sous-
population lymphocytaire T ou la localisation intratumorale de l’infiltrat de TIL CD8+. Enfin, 
nous ne pouvons pas exclure l’hypothèse selon laquelle d’autres enzymes du métabolisme de 
la S1P (comme la SK2, la S1P lyase ou les S1P phosphatases) soient altérées dans les cancers 
du sein, contribuant à la production de S1P qui limite l’infiltration intratumorale des 
lymphocytes T CD8+. Dans l’hypothèse où nous n’arriverions pas à confirmer avec nos 
résultats le lien entre la topologie des TIL et la S1P, il serait intéressant de vérifier en réalisant 
des dosages de S1P dans le liquide intersititiel de tumeurs mammaires (Nagahashi et al., 
2016), si nous obtenons une meilleure corrélation avec l’infiltration intratumorale des TIL 
CD8
+
. 
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C. Conclusion 
Nous avons pu mettre en évidence une signature sphingolipidique dans les cancers du 
sein qui soit associée au sous-type TNBC. Nous avons pu également voir que cette signature 
était aussi caractéristique d’un grade plus avancé. 
Nous avons pu mettre en évidence des liens entre la signature sphingolipidique des 
tumeurs et l’infiltrat immunitaire des cancers du sein en particulier dans les tumeurs TNBC. 
Nous proposons ainsi de moduler le métabolisme des sphingolipides pour augmenter 
la réponse immunitaire anticancéreuse. 
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ANNEXES 
Annexe 1 
 
Classification TNM du cancer du sein, 8
ème
 édition, 2018, et stade UICC 
 
Le système TNM distingue le stade clinique pré-thérapeutique noté "cTNM" et le stade 
anatomopathologique postchirurgical noté "pTNM" 
 
Tumeur Primaire T 
Tx : la tumeur primitive ne peut pas être évaluée 
T0 : la tumeur primitive n’est pas palpable 
• Tis : carcinome in situ 
• Tis (DCIS) : carcinome canalaire in situ 
• Tis (CLIS) : carcinome lobulaire in situ 
• Tis (Paget) : maladie de Paget du mamelon sans tumeur sous-jacente 
• NB : la maladie de Paget associée à une tumeur est classée en fonction de la taille 
de la tumeur 
T1 : tumeur ≤ 2 cm dans sa plus grande dimension 
T1mic : micro-invasion ≤ 1 mm dans sa plus grande dimension 
• T1mi : tumeur ≤ 1 mm dans sa plus grande dimension 
• T1a : 1 mm < tumeur ≤ 5 mm dans sa plus grande dimension 
• T1b : 5 mm < tumeur  ≤ 1 cm dans sa plus grande dimension 
• T1c : 1 cm < tumeur  ≤  2 cm dans sa plus grande dimension 
T2 : 2 cm < tumeur ≤ 5 cm dans sa plus grande dimension 
T3 : tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension 
T4 : tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extension directe soit à la paroi thoracique (a), 
soit à la peau (b) 
• T4a : extension à la paroi thoracique en excluant le muscle pectoral 
• T4b : œdème (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein, ou 
nodules de perméation situés sur la peau du même sein 
• T4c : T4a + T4b 
• T4d : cancer inflammatoire 
 
Ganglions lymphatiques régionaux pN 
Nx : l’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux ne peut pas être évalué (par 
exemple déjà enlevés chirurgicalement ou non disponibles pour l’analyse 
anatomopathologique du fait de l’absence d’évidement) 
N0 : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence d’examen 
complémentaire à la recherche de cellules tumorales isolées 
• Nx : l’envahissement ganglionnaire régional n’a pas pu être évalué 
• N0 (i+) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, IHC 
positive, avec des amas cellulaires ≤ 0,2 mm (considéré comme sans métastase 
ganglionnaire) 
• N0 (mol+) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, 
biologie moléculaire positive (RT-PCR) 
N1mi : micrométastases > 0,2 mm et ≤ 2 mm 
N1 : envahissement de 1 à 3 ganglions axillaires ou/et envahissement des ganglions de la CMI 
détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique 
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• N1mi : micrométastases (environ 200 cellules, > 0,2mm mais ≤ 2mm)  
• N1a : envahissement de 1 à 3 ganglions axillaires, 1 métastase au moins > 2mm 
• N1b : envahissement détecté sur le ganglion sentinelle mammaire interne 
homolatéral sans cellules tumorales isolées 
• N1c : pN1a +pN1b 
N2 : envahissement de 4 à 9 ganglions axillaires ou envahissement  des ganglions mammaires 
internes homolatéraux suspects, en l’absence d’envahissement ganglionnaire axillaire 
• N2a : envahissement de 4 à 9 ganglions axillaires avec au moins un amas cellulaire 
> 2 mm 
• N2b : envahissement du ganglion sentinelle mammaire interne homolatéral 
suspect, en l’absence d’envahissement ganglionnaire axillaire 
N3 : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions sous-
claviculaires (niveau III axillaire)  
ou envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec 
envahissement ganglionnaire axillaire  
ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et micro ou macrométastase sur le 
ganglion sentinelle sans signe clinique  
ou envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux 
• N3a : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires (avec au moins un amas 
cellulaire > 2 mm) ou envahissement des ganglions sous-claviculaires 
• N3b : N1a ou N2a + N2b 
ou N2a + N1b 
• N3c : envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux 
 
Métastases à distance (M) 
• M0 : absence de métastases à distance 
• M0 (i+) : absence de métastases à distance sur l’imagerie mais présence d’un amas 
de cellules tumorale plus petit 0.2mm dans le sang, la moelle ou un ganglion non 
régional sans signes cliniques de métastases 
• M1 : présence de métastase(s) à distance 
 
Classification par stade UICC 
0 Tis N0 M0 
IA T1 N0 M0 
IB T0 N1mi M0 ; T1 N1mi M0  
IIA T0 N1 M0 ; T1 N1 M0 ; T2 N0 M0 ;  
IIB T2 N1 M0 ; T3 N0 M0 
IIIA T0 N2 M0 ; T1 N2 M0 ; T2 N2 M0 ; T3 N1 M0 ; T3 N2 M0 
IIIB T4 N0 M0 ; T4 N1 M0 ; T4 N2 M0 
IIIC Tous T N3 M0 
IV Tous T Tous N M1 
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Annexe 2 
Liste des anticorps et clones utilisés 
 
Epitope Clone Conjugaison Fournisseur 
CD45 HI30 BUV395 BD Bioscience 
CD3 UCHT1 BUV496 BD Bioscience 
CD8 SK1 BV605 BD Bioscience 
CD4 RPAT4 APC-H7 BD Bioscience 
CD45RA HI100 BV605 BD Bioscience 
CCR7 G043H7 AF 488 Biolegend 
CD45RO UCHL1 PE-Cy7 BD Bioscience 
CCR4 1G1 BV421 Biolegend 
CXCR3 1C6 AF 488 Biolegend 
CCR6 11A9 PE-Cy7 Biolegend 
FOXP3 PCH101 PE eBioscience 
Granzyme B GB11 PE BD Bioscience 
CD27 M-T271 BV421 BD Bioscience 
CD27 M-T271 PE-CF594 BD Bioscience 
CD103 Ber-ACT8 BV421 BD Bioscience 
Live 
 
Aqua Invitrogen 
S1P1 SW4GYPP APC eBioscience 
Contrôle isotypique P3.6.2.8.1 APC eBioscience 
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Annexe 3 
Proportion relative des différentes espèces de sphingolipides entre les différents types de 
cancer du sein 
 
Proportion relative des différentes sous-espèces de Céramide 
Cer 
(%) 
Median 
(Min-Max) 
p value 
 RH+HER2- HER2+ TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
TNBC 
HER2+ 
vs 
TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
HER2+ 
C14:0 
1.32 
(0.35-2.86) 
1.44 
(0.7-2.81) 
1.43 
(0.88-2.05) 
1 1 1 
C14:1 
0.51 
(0-1) 
0.45 
(0.26-0.94) 
0.46 
(0.23-1.07) 
1 1 0.8601 
C16:0 
23.51 
(5.32-39.75) 
21.95 
(11.62-35.55) 
15.56 
(10.6-24.18) 
0.002 0.0168 1 
C16:1 
2.5 
(0-4.91) 
2.35 
(1.3-3.69) 
2.03 
(0-3.31) 
0.5444 1 1 
C18:0 
3.71 
(1.58-11.13) 
3.76 
(1.15-7.02) 
3.33 
(0.57-7.94) 
0.3487 0.5082 1 
C18:1 
1.17 
(0.44-2.7) 
0.95 
(0.43-2.46) 
0.72 
(0.38-1.85) 
0.0912 0.8399 0.484 
C20:0 
3.2 
(2.09-5.47) 
2.75 
(1.63-6.86) 
2.3 
(0.98-6.57) 
0.1729 0.6596 1 
C20:1 
1.09 
(0.48-2.92) 
0.75 
(0.41-1.59) 
0.65 
(0.21-1.95) 
0.1267 1 0.512 
C22:0 
8.9 
(5.05-15.15) 
8.61 
(5.24-13.85) 
9.68 
(7.76-15.32) 
0.6359 0.6596 1 
C22:1 
3.47 
(2.22-9.23) 
3.96 
(2.74-5.09) 
3.26 
(1.82-6.8) 
1 1 1 
C24:0 
11.34 
(5.7-19.65) 
14.36 
(4.77-23.33) 
20.71 
(8.64-37.69) 
0.0004 0.058 0.512 
C24:1 
30.33 
(14.69-38.91) 
30.2 
(20.93-41.12) 
29.91 
(26.91-35.67) 
1 1 1 
C24:2 
7.56 
(3.83-13.91) 
6.07 
(3.83-9.09) 
6.5 
(4.22-9.05) 
0.3266 1 0.2623 
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Proportion relative des différentes sous-espèces de Sphingomyéline 
SM 
(%) 
Median 
(Min-Max) 
p value 
 RH+HER2- HER2+ TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
TNBC 
HER2+ 
vs  
TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs  
HER2+ 
C14:0 
2.83 
(1.54-5.06) 
3.53 
(1.72-6.23) 
3.35 
(2.27-7.9) 
0.0246 1 0.2144 
C14:1 
0.09 
(0-0.24) 
0.07 
(0-0.21) 
0.13 
(0-0.36) 
0.2093 0.3277 1 
C16:0 
38.76 
(20.72-47.93) 
32.68 
(26.39-48.45) 
28.74 
(20.76-41.91) 
0.0034 0.0168 0.3387 
C16:1 
1.98 
(0.93-3.93) 
2.15 
(1.43-3.95) 
2.9 
(1.09-6.51) 
0.1603 1 0.6363 
C18:0 
5.3 
(3.12-9.68) 
4.13 
(2.93-6.61) 
4.94 
(2.11-8.42) 
1 1 0.1737 
C18:1 
0.88 
(0.42-2.05) 
0.69 
(0.55-1.38) 
0.8 
(0.54-2.49) 
1 0.9065 0.4312 
C20:0 
2.91 
(1.95-8.93) 
2.89 
(2.09-5.06) 
2.93 
(1.44-5.28) 
1 1 1 
C20:1 
0.74 
(0.28-3.99) 
0.52 
(0.33-1.09) 
0.57 
(0.39-1.84) 
1 0.7765 0.8601 
C22:0 
7.93 
(5.84-13.25) 
8.45 
(6.82-11.58) 
9.96 
(5.11-13.21) 
0.0837 0.1445 1 
C22:1 
2.18 
(0.01-4.54) 
2.17 
(1.7-3.41) 
2.41 
(0.01-5.36) 
1 1 1 
C24:0 
12.3 
(8.57-21.38) 
15.66 
(10.7-23.1) 
17.92 
(11.72-26.92) 
0.0246 1 0.1737 
C24:1 
18.5 
(13.31-22.35) 
18.03 
(14.05-23.89) 
17.71 
(14.53-20.33) 
0.7091 1 1 
C24:2 
3.06 
(0.64-9.05) 
3.5 
(1.36-8.83) 
5.51 
(0.81-8.69) 
0.1864 0.7165 1 
C24:3 
0.38 
(0.16-0.97) 
0.43 
(0.22-0.61) 
0.52 
(0.29-0.7) 
0.0179 0.0873 1 
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Proportion relative des différentes espèces de monohéxosylcéramide 
HexCer 
(%) 
Median 
(Min-Max) 
p value 
 RH+HER2- HER2+ TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
TNBC 
HER2+ 
vs  
TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs  
HER2+ 
C16:0 
19.8 
(3.19-48.95) 
17.54 
(5.94-29.61) 
12.08 
(5.96-22.11) 
0.02 0.1628 0.9893 
C18:0 
3.94 
(1.72-8.96) 
2.59 
(0.92-5.02) 
1.69 
(0.81-4.22) 
0.002 0.6596 0.111 
C20:0 
5.53 
(2.72-12.65) 
3.76 
(1.34-6.9) 
2.38 
(0.91-6.93) 
0.0007 0.3836 0.1199 
C22:0 
21.3 
(10.93-38.17) 
19.38 
(9.94-30.73) 
15.01 
(9.1-31.27) 
0.0222 0.1445 1 
C24:0 
17.65 
(7.47-45.51) 
28.53 
(14.19-39.41) 
35.39 
(18.43-67.77) 
0.0007 0.2288 0.0443 
C24:1 
21.54 
(9.03-38) 
22.35 
(13.84-42.09) 
21.67 
(12.63-30.88) 
1 1 1 
C24:2 
3.51 
(0-14.26) 
3.96 
(0-9.29) 
5.33 
(0-11.96) 
1 1 1 
 
 
Proportion relative des différentes espèces de Lacotsylcéramide 
LacCer 
(%) 
Median 
(Min-Max) 
p value 
 RH+HER2- HER2+ TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
TNBC 
HER2+ 
vs  
TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
HER2+ 
C14:0 
5.01 
(1.3-9.4) 
5.74 
(2.29-7.65) 
4.03 
(2.42-6.74) 
0.6718 0.3143 1 
C16:0 
29.63 
(6.71-45.99) 
29.36 
(16.7-36.24) 
22.93 
(10.02-32.4) 
0.02 0.113 1 
C18:0 
3.97 
(2.11-10.47) 
2.79 
(1.2-4.45) 
2.24 
(1.07-5.24) 
0.0003 0.7765 0.0057 
C20:0 
5.04 
(2.1-11.18) 
2.65 
(1.07-4.31) 
2.05 
(0.82-9.61) 
0.0001 0.6596 0.0019 
C22:0 
8.07 
(3.2-17.96) 
5.98 
(3.57-19.78) 
8.47 
(3.39-19.03) 
1 0.5556 0.3603 
C24:0 
19.31 
(10.69-43.45) 
24.49 
(13.54-42.77) 
31.17 
(12.41-55.55) 
0.0405 0.5556 0.4312 
C24:1 
25.91 
(12.97-33.18) 
29.4 
(17.03-38.1) 
26.01 
(18.37-42.95) 
1 1 0.2986 
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Proportion relative des différentes espèces de Dihydrocéramide 
dhCer 
(%) 
Median 
(Min-Max) 
p value 
 RH+HER2- HER2+ TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
TNBC 
HER2+ 
vs 
TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
HER2+ 
C14:0 
2.2 
(0.53-3.91) 
2.21 
(0.71-4.83) 
1.49 
(0.49-5.16) 
0.4485 0.1445 1 
C16:0 
48.49 
(22.66-56.19) 
43.8 
(32.01-54.53) 
29.04 
(13.45-50.83) 
0.001 0.0016 1 
C18:0 
9.7 
(5.16-18.92) 
8.48 
(2.72-12.81) 
7.29 
(3.98-11.89) 
0.0129 0.7165 0.2986 
C20:0 
4.52 
(1.95-11.28) 
5.04 
(1.49-6.44) 
3.03 
(1.85-5.1) 
0.0445 0.0667 1 
C22:0 
13.48 
(8.44-25.18) 
14.24 
(11.01-22.38) 
17.49 
(14.31-23.77) 
0.0144 0.0068 1 
C24:0 
19.82 
(8.94-46.71) 
23.34 
(13.75-44.98) 
39.64 
(15.76-59.05) 
0.002 0.0141 1 
 
 
Proportion relative des différentes espèces de Dihydrosphingomyéline 
dhSM 
(%) 
Median 
(Min-Max) 
p value 
 RH+HER2- HER2+ TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
TNBC 
HER2+ 
vs 
TNBC 
RH+ 
HER2- 
vs 
HER2+ 
C14:0 
1.73 
(0.64-5.81) 
1.67 
(0.98-3.2) 
1.76 
(1.25-2.68) 
1 1 1 
C16:0 
55.32 
(21.49-76.51) 
60.43 
(46.53-76.41) 
49.91 
(42.74-59.36) 
0.2007 0.0025 0.2144 
C18:0 
7.44 
(3.38-17) 
5.09 
(2.66-9.65) 
5.39 
(3.32-7.83) 
0.0129 1 0.0278 
C20:0 
2.53 
(1.43-8.31) 
2.09 
(1.31-5.09) 
2.36 
(1.53-3.85) 
0.4485 1 0.28 
C22:0 
7.02 
(2.45-13.89) 
6.75 
(4.02-9) 
8.58 
(7.46-13.52) 
0.0144 0.0016 1 
C24:0 
5.43 
(0.97-30.2) 
5.89 
(3.07-16.47) 
14.44 
(5.47-23.1) 
0.0008 0.0038 1 
C24:1 
15.76 
(6.47-29.53) 
12.34 
(6.49-35.28) 
15.01 
(12.12-26.6) 
1 0.1445 1 
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Annexe 4 
Stratégie d’analyses des sous-populations de TIL par cytométrie en flux 
 
  
Analyse par cytométrie en flux des marquages lymphocytaires avec le premier panel d’anticorps. Stratégie 
d’analyse du panel d’anticorps pour l’étude des lymphocytes T CD8+. L’exclusion des doublets est réalisée sur 2 
fenêtres successives avec l’aire et la largeur des paramètres non fluorescents. Les cellules mortes sont éliminées 
avec le marqueur de viabilité et un premier fenêtrage des lymphocytes est réalisé avec le CD45. Les lymphocytes 
T sont repérés avec le marqueur CD3 et les T CD4
+
 et CD8
+
 sont aussi séparée sur un autre histogramme. Les 
populations CD8
+
 naïves, CM, EM, EMRA sont séparées avec CD45RO et CCR7. 
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Analyse par cytométrie en flux des marquages lymphocytaires avec le deuxième panel d’anticorps. La 
même stratégie que pour le premier panel est utilisée pour analyser les lymphocytes T CD4
+
. Les populations 
CD4
+
 mémoires sont toutes séparées avec les marquages des récépteurs aux chimiokines CCR4, CCR6, CXCR3 
et du facteur de transcription FoxP3. 
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RESUME 
Le cancer du sein est le cancer féminin le plus fréquent et celui qui cause le plus de 
décès dans le monde. Il existe plusieurs types de cancer du sein qui diffèrent par l’expression 
des récepteurs aux œstrogènes, à la progestérone et du récepteur HER2. Le cancer du sein dit 
triple négatif (TNBC) n’exprime aucun de ces récepteurs. Le métabolisme des sphingolipides 
(SL) est fréquemment altéré dans les cancers du sein et semble participer à la progression 
tumorale. Tandis que les SL ont été décrits comme modulateurs des réponses immunitaires 
dans des modèles précliniques de cancer, il n’existe pas à ce jour d’étude chez l’Homme 
évaluant l’impact des altérations du métabolisme des SL sur le développement tumoral et la 
réponse immunitaire associée. Dans ce contexte, l’objectif de nos travaux est double. Le 
premier objectif est de caractériser une signature sphingolipidique dans des biopsies de 
tumeurs mammaires humaines de divers sous-types histologiques. Une analyse par 
spectrométrie de masse à haute résolution nous a permis d’identifier dans les TNBC des taux 
élevés de SL en -C24:0, qui pourraient constituer des biomarqueurs potentiels pour ce type de 
cancer. Le deuxième objectif est d’établir une signature sphingolipidique associée à la 
réponse immunitaire dans le cancer du sein. Nous avons analysé les lymphocytes infiltrant la 
tumeur (TIL) par cytométrie en flux et par immunohistochimie dans nos échantillons 
tumoraux. Ces analyses nous ont permis de montrer que, dans les TNBC, les taux de C16:0-
céramide sont corrélés positivement avec la proportion de TIL CD8
+
 et négativement avec 
celle des Treg FoxP3+. Afin d’évaluer l’influence potentielle des SL sur la topologie 
d’infiltration des lymphocytes (intratumoral versus adjacent), nous avons aussi comparé les 
taux de SL dans les tumeurs ayant une forte ou une faible proportion de lymphocytes T CD8+ 
intratumoraux. Nous avons observé notamment des taux élevés de sphingosine-1-phosphate 
(S1P) dans les tumeurs faiblement infiltrées par les lymphocytes T CD8
+ 
intratumoraux. Nos 
observations suggèrent que la production de C16:0-céramide soit en faveur d’un recrutement 
préférentiel des lymphocytes T CD8
+
 dans les TNBC, tandis que la S1P pourrait être un 
facteur d’immunoéchappement, impactant négativement sur la topologie des TIL CD8+ dans 
les tumeurs mammaires. L’ensemble de nos travaux indique que certains SL pourraient 
constituer des biomarqueurs originaux de TNBC. De plus, la reprogrammation de ce 
métabolisme pourrait augmenter (i) quantitativement et qualitativement l’infiltration 
intratumorale des lymphocytes, et (ii) potentiellement l’efficacité des immunothérapies dans 
le cancer du sein. 
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